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RESUMO 


Os denominados agentes neurotóxicos de guerra química estão entre as subs- 
tâncias mais letais existentes na face da Terra. Seu uso em conflitos e em ações 
terroristas já foi registrado, e eles constituem uma grande ameaça à população 
mundial. Estes agentes atuam inibindo a ação da enzima acetilcolinesterase, a qual 
é essencial à transmissão de impulsos nervosos. Algumas oximas são utilizadas 
para reativar a acetilcolinesterase inibida por agentes neurotóxicos, mas nenhuma 
delas é eficaz contra todos os agentes conhecidos. Neste trabalho, foram modela- 
das reações não-enzimáticas de reativação da serina e de um análogo da serina 
(resíduo no sítio ativo da acetilcolinesterase essencial à sua ação enzimática) fosfi- 
lados pelo agente neurotóxico sarin ou pelo inseticida paraoxon (cujo mecanismo de 
ação é similar ao dos agentes neurotóxicos de guerra química). O objetivo desta 
pesquisa consistia em tentar responder a uma questão: se os reativadores da acetil- 
colinesterase inibidas por neurotóxicos devem obrigatoriamente ser oximas. Os re- 
sultados obtidos trouxeram mais informações sobre o mecanismo de reativação da 
acetilcolinesterase, e novas classes de compostos foram propostas para posterior 
avaliação da possibilidade de seu emprego como antídotos contra agentes neurotó- 
xicos. 
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ABSTRACT 


The so-called Chemical warfare neurotoxic agents are among the most lethal 
substances on Earth. Their use in conflicts and in terrorist actions has already been 
registered, and they constitute a major threat to the world population. These agents 
act by inhibiting the action of the enzyme acetylcholinesterase (AChE), which is 
essential to the transmission of nervous impulses. Some oximes are utilized to 
reactivate the acetylcholinesterase inhibited by neurotoxic agents, but none of them 
is efficacious against all known agents. In this work we have modeled the non- 
enzymatic reactivation reactions of serine and a serine-analogous (a residue in the 
active site of acetylcholinesterase that is essential for its enzymatic action), both of 
which are phosphylated by the neurotoxic agent sarin or by the insecticide paraoxon. 
The objective of this research was to answer a question: why the reactivators of 
neurotoxic-inhibited acetylcholinesterase should be oximes? The obtained results 
have brought more information about the mechanism of reactivation of 
acetylcholinesterase, leading to the proposal of new classes of compounds for 
posterior evaluation of the possibility of their use as antidotes against neurotoxic 
agents. 
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1 INTRODUÇÃO 


1.1 POSICIONAMENTO DO TRABALHO 


Um dos grandes temores do mundo moderno reside na possibilidade de empre- 
go dos chamados agentes de guerra química contra forças armadas ou populações 
civis, seja como armas em conflitos internacionais, seja como instrumentos de ações 
executadas por grupos terroristas. Tal temor não é infundado, uma vez que há pre- 
cedentes da utilização de tais compostos. Dentre os casos mais recentes, destaca- 
se o comprovado uso em larga escala de gases dos nervos e gás mostarda pelo Ira- 
que em seu conflito com o Irã na década de 1980 (CONSELHO DE SEGURANÇA 
DAS NAÇÕES UNIDAS, 1984 e 1986), havendo também evidências do emprego 
destes compostos pelas forças armadas iraquianas em ataques aéreos contra a po- 
pulação civil da vila curda de Birjinni (situada no norte do Iraque, perto da fronteira 
com a Turquia) no ano de 1988 (MACILWAIN, 1993). Merecem destaque ainda os 
ataques terroristas com uso de sarin ocorridos no Japão na década de 1990: o pri- 
meiro, em junho de 1994, atingiu um conjunto de apartamentos em Matsumoto, re- 
sultando em sete mortos e mais de 300 feridos; no segundo, em 20 de março de 
1995, liberou-se sarin no metrô de Tóquio, o que ocasionou 12 mortes e levou mais 
de 5.500 pessoas a buscar auxílio médico (NAGAO et ai, 1997; SIDELL, 1997; 
YANAGISAWA & MORITA, 2005; YANAGISAWA et ai, 2006). Tentativas de assas- 
sinato com emprego do gás dos nervos VX também foram relatadas (NOZAKI et ai, 
1995). 

Os agentes neurotóxicos de guerra química, vulgarmente conhecidos como ga- 
ses dos nervos, talvez sejam os mais perigosos agentes de guerra química já de- 
senvolvidos, em virtude de sua alta toxicidade. Há poucos registros de emprego 
destes agentes em conflitos internacionais (SMART, 1997). Entretanto, a possibili- 
dade de seu emprego em guerras ou em ataques terroristas constitui uma forte justi- 
ficativa para a busca de novos antídotos eficientes contra os neurotóxicos. Existe 
também um grande número de intoxicações e mortes provocados por organofosfo- 
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rados usados como pesticidas na agricultura. O tratamento destas intoxicações po- 
deria, em princípio, ser realizado com os antídotos desenvolvidos para gases de 
guerra. 

Uma das formas de tratamento de vítimas de agentes neurotóxicos consiste em 
ministrar-lhes certas oximas piridínicas que possuem a capacidade de regenerar a 
atividade catalítica da enzima acetilcolinesterase, o alvo destes agentes (SOMANI et 
ai, 1992; BLACK & HARRISON, 1996; SIDELL, 1997; MARRS, 2007). Infelizmente, 
não se conhece uma oxima que atue eficientemente contra os diversos agentes neu- 
rotóxicos existentes; por várias razões, oximas eficazes no tratamento dos efeitos de 
um certo agente neurotóxico podem ser inativas no tratamento de envenenamentos 
por outros (SOMANI et al„ 1992; SIDELL, 1997; MARRS, 2007). 

Sabe-se que, para ser capaz de regenerar a atividade da acetilcolinesterase, 
uma oxima deve possuir certas características em sua estrutura química (KUCA et 
ai, 2006b). Todavia, a razão da necessidade destas características ainda não está 
bem explicada. Em particular, não se sabe porque o reativador deve ser uma oxima, 
e não outro nucleófilo, uma vez que a reativação consiste em uma substituição nu- 
cleofílica. Este trabalho é uma tentativa de lançar uma luz sobre esta questão. 

O enfoque desta tese será o emprego de técnicas de Modelagem Molecular 
(LEACH, 2001; JENSEN, 2007) em simulações não-enzimáticas da reação de reati- 
vação de análogos do sítio ativo da acetilcolinesterase inibidos por diferentes neuro- 
tóxicos, usando oximas e vários outros nucleófilos similares, visando assim uma me- 
lhor compreensão desta reação. Com isto, tornar-se-á possível a proposição de no- 
vos reativadores da acetilcolinesterase mais eficientes, sejam estes oximas ou não. 
A Modelagem Molecular constitui uma importante ferramenta auxiliar no estudo do 
comportamento de substâncias químicas de interesse biológico, farmacológico e in- 
dustrial, prestando-se tanto à elucidação de estruturas moleculares quanto ao proje- 
to de novo de compostos com atividade biológica. 
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1.2 OBJETIVOS 


O objetivo principal do trabalho é identificar a razão da necessidade da presença 
de grupos oximas em reativadores da acetilcolinesterase, o principal alvo dos agen- 
tes neurotóxicos de guerra química, fornecendo subsídios para o projeto de novos 
antídotos mais eficazes contra os efeitos destes. Pretende-se atingir esta meta por 
intermédio dos seguintes objetivos intermediários: 

a) modelagem dos estados fundamentais e dos estados de transição das rea- 
ções de reativação não-enzimática, por diferentes oximas e outros nucleófilos, de 
análogos do sítio ativo da acetilcolinesterase inibidos por neurotóxicos distintos; 

b) identificação dos parâmetros moleculares responsáveis pela eficiência das 
oximas na reativação da acetilcolinesterase inibida por neurotóxicos; e 

c) proposta de potenciais novos antídotos para agentes neurotóxicos (oximas ou 
não). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 


2.1 GUERRA QUÍMICA: CONCEITOS FUNDAMENTAIS 


A expressão “guerra química”, utilizada pela primeira vez em 1917, refere-se a 
todos os instrumentos de guerra tática que utilizam misturas incendiárias, fumaças, e 
gases irritantes, vesicantes, venenosos ou asfixiantes (SMART, 1997). Por esta de- 
finição, um agente de guerra química é um produto químico, destinado ao emprego 
em operações militares, cuja finalidade é matar, ferir seriamente ou incapacitar seres 
humanos por intermédio de seu efeito fisiológico. Conceitos análogos são adotados 
pelo Exército Brasileiro: guerra química é aquela que emprega substâncias denomi- 
nadas “agentes químicos”, por sua vez definidos como todas as substâncias que, 
por sua atividade química, produzam um efeito tóxico, fumígeno ou incendiário, 
quando empregadas para fins militares (MINISTÉRIO DO EXÉRCITO - ESTADO- 
MAIOR DO EXÉRCITO, 1987). Os agentes de guerra química distinguem-se dos 
agentes de guerra biológica, uma vez que estes consistem em microorganismos (ou 
toxinas derivadas destes) que provocam doenças em seres humanos, animais ou 
vegetais ou que causam deterioração de material (SMART, 1997). 

O uso de agentes de guerra química é bem antigo: os chineses empregavam 
fumaças contendo arsênico por volta de 1000 A.C., e os gregos já utilizavam subs- 
tâncias químicas para envenenar reservas de água potável e suprimentos de seus 
inimigos. Ao longo dos séculos, o uso de agentes químicos foi se diversificando, 
tornando-se cada vez mais sofisticado (SMART, 1997). Considera-se que a guerra 
química moderna teve início na Primeira Guerra Mundial, mais especificamente em 
22 de abril de 1915, quando os alemães empregaram grandes quantidades de gás 
cloro contra as forças aliadas em Ypres, na Bélgica. As tropas britânicas e france- 
sas rapidamente retaliaram da mesma forma, e a Primeira Guerra Mundial tornou-se 
o palco de emprego em larga escala de vários gases venenosos ainda mais tóxicos 
do que o cloro, como o fosgênio, o difosgênio, o cianeto de hidrogênio, o cloreto de 
cianogênio e, por fim, o gás mostarda. Desde então, houve registros confirmados e 
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suspeitas de utilização de armas químicas em diversos conflitos localizados, embora 
nunca em escala tão grande quanto na Primeira Guerra Mundial (SMART, 1997). 
Algumas das principais ocorrências históricas do século XX envolvendo armas quí- 
micas são as seguintes (SIDELL, 1997; GREENFIELD etal., 2002): 

1 91 5-1 8 Emprego de armas químicas na Primeira Guerra Mundial. 

1936 O químico alemão Gerhard Schrader sintetiza o agente neurotóxico 
tabun. 

1 937 Schrader e sua equipe sintetizam o agente neurotóxico sarin. 

1 940-5 A Alemanha emprega Zyklon B, uma forma de cianeto de hidrogênio, 
em suas câmaras de gás. 

1 942 A Alemanha começa a produzir gases dos nervos em Dyhenfurth. 

1944 O alemão Richard Kuhn sintetiza o agente neurotóxico soman. 

1984-6 Uso comprovado de armas químicas pelo Iraque, em sua guerra 
contra o Irã. 

1988 Emprego de armas químicas pelo Iraque na repressão aos curdos, 
no norte do país. 

1994 Atentado com sarin em Matsumoto, Japão, pela seita Aum Shinrikyo, 
resultando em 7 mortes e mais de 300 feridos. 

1995 Aum Shinrikyo realiza um atentado com sarin no metrô de Tóquio, 
com 1 2 mortes e milhares de feridos. 

É interessante observar que, embora o Japão tenha empregado agentes quími- 
cos contra as forças chinesas entre o final da década de 1930 e o início da de 1940, 
não há registros comprovados de uso destas armas na Europa, apesar da grande 
superioridade alemã na área: tabun, sarin e soman eram agentes totalmente desco- 
nhecidos pelos Aliados (MAYNARD, 2007). As razões para a não-utilização destes 
compostos neurotóxicos pelas tropas alemãs permanecem obscuras: alguns su- 
põem que Adolf Hitler, ele próprio uma vítima de armas químicas durante a Primeira 
Guerra Mundial, teria proibido a utilização destes agentes em campos de batalha; 
outros acreditam que alguns dos generais alemães (também vítimas anteriores de 
armas químicas) teriam se oposto ao seu emprego. Porém, a razão mais provável 
foi o temor da Alemanha de que os Aliados possuíssem agentes químicos iguais ou 
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semelhantes a estes neurotóxicos (o que não era verdade), e os utilizassem em re- 
taliação (TOY, 1997). 

Os agentes militares de guerra química podem ser classificados em diversas 
categorias, de acordo com a natureza de sua utilização, sua persistência no campo 
e sua ação fisiológica (TAKAFUJI & KOK, 1997). Em linhas gerais, eles são dividi- 
dos nas seguintes classes (entre parênteses, o código que o Exército norte- 
americano atribui ao composto, seguido por vários outros países): 

a) VESICANTES: causam irritação e vesicação da pele e das membranas muco- 
sas (principalmente pulmões), sendo o gás mostarda (HD) o principal representante 
desta classe. Embora possam causar mortes, normalmente o gás mostarda e outros 
vesicantes são incapacitantes: vítimas destes compostos necessitam geralmente de 
1 a 4 meses de hospitalização; 

b) SUFOCANTES: atacam as vias respiratórias, provocando sufocamento. Os 
principais são o fosgênio (CG) e o difosgênio (DP); 

c) CIANETOS: substâncias que liberam íons cianeto no organismo da vítima, 
sendo o cianeto de hidrogênio (AC) e o cloreto de cianogênio (CK) os mais empre- 
gados. O principal mecanismo de intoxicação pelos cianetos envolve a inibição da 
enzima citocromo c oxidase, resultando em hipoxia citotóxica (BALLANTYNE et ai, 
2007); 

d) INCAPACITANTES: compostos que produzem efeitos fisiológicos ou mentais, 
tornando as vítimas temporariamente incapazes de realizar suas atividades. Dentre 
estes agentes, podem ser citados os gases lacrimogêneos e os gases vomitivos; 

e) NEUROTÓXICOS: também conhecidos como agentes dos nervos ou gases 
dos nervos, inibem a ação da enzima acetilcolinesterase, provocando uma série de 
efeitos deletérios que podem levar à morte. Os principais são o tabun (GA), o sarin 
(GB), o soman (GD) e o composto usualmente conhecido pelo código VX. 

O emprego de armas químicas em conflitos é largamente reprovado pela grande 
maioria das pessoas; talvez apenas as armas biológicas provoquem uma repulsa 
ainda maior (MAYNARD., 2007). Em conseqüência, após uma década de longas e 
complicadas negociações, a Conferência de Desarmamento das Nações Unidas a- 
provou o texto da Convenção de Armas Químicas, a qual foi aprovada pela Assem- 
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bléia Geral em 30 de novembro de 1992, por intermédio de uma Resolução intitulada 
Convenção para a Proibição do Desenvolvimento, Produção, Armazenamento e Uso 
de Armas Químicas e para a sua Destruição. Esta Convenção constitui o primeiro 
tratado de desarmamento negociado multilateralmente que determina a eliminação 
de uma categoria inteira de armas de destruição em massa. Ela entrou em vigor em 
29 de abril de 1997, e sua implementação está a cargo da Organização para a Proi- 
bição de Armas Químicas (OPAQ), sediada em Haia. A Convenção proíbe todo o 
desenvolvimento, produção, aquisição, armazenamento, transferência e uso de to- 
das as armas químicas, e exige que cada Estado-partícipe destrua todos os seus 
estoques e suas instalações de produção de armas químicas, bem como as armas 
químicas porventura abandonadas no território de outro Estado-partícipe (THE 
CHEMICAL WEAPONS CONVENTION, 2007). Até o presente momento, 184 paí- 
ses, incluindo o Brasil, aderiram integralmente à Convenção; 4 (Bahamas, República 
Dominicana, Israel e Mianmar) assinaram a Convenção, mas ainda não a ratifica- 
ram; e apenas 7 Estados (Angola, Coréia do Norte, Egito, Iraque, Líbano, Somália e 
Síria) não tomaram qualquer atitude relativa à Convenção (ORGANIZAÇÃO PARA A 
PROIBIÇÃO DE ARMAS QUÍMICAS, 2008). Entretanto, o sucesso inquestionável 
da Convenção não afastou de vez a ameaça das armas químicas, em virtude da 
possibilidade de seu emprego por Estados não-partícipes ou por grupos terroristas. 

Os agentes neurotóxicos estão entre os mais tóxicos compostos produzidos pelo 
homem, e a defesa contra sua ação constitui o foco deste trabalho. Juntamente com 
os vesicantes, os neurotóxicos são os agentes mais comuns nos arsenais modernos 
de armas químicas (TAKAFUJI & KOK, 1997). A fim de melhor compreender seu 
mecanismo de ação, faz-se necessária uma revisão de seu alvo, a enzima acetilcoli- 
nesterase. 
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2.2 A ACETILCOLINESTERASE 


2.2.1 AS COLINESTERASES 


A acetilcolinesterase (AChE, E.C. 3. 1.1. 7) e a butirilcolinesterase (BChE, E.C. 
3.1 .1 .8) são as enzimas que compõem o grupo das colinesterases. A primeira hidro- 
lisa principalmente a acetilcolina (ACh - FIG. 2.1) e está associada primariamente 
aos nervos e aos músculos (sendo encontrada tipicamente nos contatos sinápticos), 
enquanto que a segunda, também conhecida como colinesterase do plasma ou 
pseudocolinesterase, hidrolisa a butirilcolina e é sintetizada no fígado, sendo encon- 
trada em quantidades consideráveis no plasma sangüíneo. Desde a primeira deter- 
minação de estrutura primária de uma colinesterase (SCHUMACHER et ai, 1986), 
tornou-se evidente que estas enzimas definem uma família única de serina hidrola- 
ses (TAYLOR, 1991; TAYLOR & RADIC, 1994). A AChE e a BChE distinguem-se 
entre si principalmente nas especificidades diferenciadas de hidrólises de diferentes 
colinas: a AChE catalisa a hidrólise de ACh rapidamente, a hidrólise de propionilcoli- 
na bem mais lentamente, e apresenta uma acentuada perda de atividade hidrolítica 
para a butirilcolina. Já a BChE é bem menos seletiva em relação ao tamanho do 
grupo acila da colina a ser hidrolisada, e hidrolisa eficientemente a butirilcolina e a 
benzoilcolina (TAYLOR, 1991; VELLOM et ai, 1993). Diferenças nas seqüências 
destas enzimas, que resultam em tamanhos diferentes de cavidades nos sítios ati- 
vos, explicam suas diferentes especificidades (VELLOM et ai, 1993; MASSON et ai, 
2007). 


O 



FIG. 2.1 - Estrutura da acetilcolina (ACh) 
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Tanto a AChE quanto a BChE são encontradas nos neurônios e nas células gli- 
ais do cérebro humano (GIACOBINI, 2004). O papel fisiológico da BChE ainda per- 
manece obscuro; ela parece não ser essencial à transmissão colinérgica, havendo 
porém indícios de sua participação nos estágios iniciais de desenvolvimento do sis- 
tema nervoso (TAYLOR, 1991; VELLOM et ai, 1993). Recentemente, foi levantada 
a hipótese de que ela poderia atuar em um reservatório enzimático complementar ao 
da AChE, participando de um mecanismo regulador dos níveis de ACh nas sinapses 
colinérgicas do sistema nervoso centrai sob certas condições (GIACOBINI, 2004). 
Por outro lado, o papel fisiológico da AChE é mais bem conhecido. Sabe-se que ela 
atua principalmente nos sistemas nervosos central e periférico, junto aos receptores 
de ACh (receptores colinérgicos), desempenhando um papel importante no processo 
de transmissão de impulsos nervosos nas sinapses nervo-nervo e neuromusculares: 
a destruição hidrolítica da ACh, que funciona como um neurotransmissor catiônico 
(QUINN, 1987; TAYLOR, 1991). A AChE entra em ação quando a ACh é liberada 
no nervo pré-sináptico, em resposta a um potencial de ação. A ACh se difunde atra- 
vés da sinapse e se liga ao receptor de ACh, o qual atua controlando a entrada de 
íons K + no nervo pós-sináptico ou na célula muscular, dentre outras funções. A se- 
guir, ocorre uma série de eventos que resulta no início do potencial de ação na célu- 
la pós-sináptica. Neste momento, a AChE rapidamente hidrolisa a ACh, o que en- 
cerra a entrada de íons controlada pelo receptor de ACh e interrompe a transmissão 
do impulso nervoso (QUINN, 1987). Os receptores colinérgicos dividem-se em nico- 
tínicos e muscarínicos; os primeiros encontram-se nos gânglios autônomos e nas 
junções neuromusculares, enquanto que os segundos se localizam nos órgãos efe- 
tores parassimpáticos e pré-juncionalmente às junções neuromusculares (MARRS, 
2007). 

A neurotransmissão mediada pela ACh é um processo essencial à sobrevivên- 
cia: sua interrupção abrupta é letal, e sua redução gradual está associada à deterio- 
ração progressiva das funções cognitivas (como no Mal de Alzheimer) e neuromus- 
culares. Entretanto, a AChE não pode ser considerada apenas como uma enzima 
atuante no sistema nervoso colinérgico: aparentemente, ela está envolvida em di- 
versos outros processos biológicos, como neuritogênese, adesão e diferenciação 
celular, e junção de fibras amilóides, dentre outros. Estudos estão sendo conduzi- 
dos para confirmar ou rejeitar estas hipóteses de funções não-clássicas da AChE, e 
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como este conhecimento poderia ser utilizado em novas opções de estratégias tera- 
pêuticas para doenças neurológicas (SOREQ & SEIDMAN, 2001; HE et ai, 2007; 
GREENFIELD et ai, 2008). Descobertas recentes indicam que a ACh não está en- 
volvida apenas no funcionamento correto dos sistemas nervosos central e periférico: 
ela é uma molécula que participa de diversos outros processos, como regulação do 
crescimento celular, locomoção e apoptose, para citar apenas alguns (SHEN, 2008). 


2.2.2 MECANISMO CATALÍTICO DA ACETILCOLINESTERASE 


O mecanismo catalítico da AChE passa pela formação de um intermediário acil- 
enzima e envolve etapas de adição nucleofílica (a partir de um resíduo serina locali- 
zado no sítio ativo) e reações ácido-base (a partir de um resíduo histidina, também 
no sítio ativo). Já na década de 1970 um modelo cinético foi proposto, no qual o a- 
juste conformacional da AChE ocorre depois da ligação ao substrato, mas antes da 
catálise química; o mecanismo cinético mínimo deste modelo está representado na 
FIG. 2.2, onde k 3 e k 4 referem-se às etapas de acilação e desacilação, respectiva- 
mente (ROSENBERRY, 1975; QUINN, 1987). 


E + S 





k 4 

E + P 2 

h 2 o 


FIG. 2.2 - Mecanismo cinético da catálise pela AChE (E = AChE; S = substrato; EA = 
acil-enzima; Pi, P 2 = produtos (colina e acetato na hidrólise da ACh, respectivamente); 
ESi = complexo de Michaelis; ES 2 = complexo após ajuste conformacional). 


As constantes cinéticas para 0 mecanismo descrito na FIG. 2.2 são dadas pelas 
equações: 


k ES ~ 


+ ^4(^2 + k —2 + ^3) 
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k k \ k ih 

k -\( k -2 + k 3) +k 2 k 3 

onde os subscritos ES e E indicam os estados iniciais aos quais as constantes se 
referem (enzima ligada e livre, respectivamente). A constante k E monitora a conver- 
são da enzima livre e do substrato livre a um estado de transição na etapa de acila- 
ção; já a constante k E s monitora a conversão de um estado ligado (ESi e/ou ES 2 
e/ou EA) a um estado de transição da acilação e/ou da desacilação (QUINN, 1987). 

O modelo cinético da FIG. 2.2 foi 0 primeiro a ser proposto para a ação catalítica 
da AChE, e consiste basicamente em um modelo de Michaelis-Menten clássico. 
Entretanto, a hidrólise realizada pela AChE e pela BChE somente pode ser descrita 
por este modelo simples no caso de substratos neutros ou de baixas concentrações 
de substratos positivos; em outros casos, modelos mais complexos devem ser apli- 
cados (MASSON et ai, 2007). Outros modelos mais gerais têm sido propostos, 
buscando também explicar as diferenças de comportamento cinético entre as AChE 
de diversas espécies (vertebrados e insetos, por exemplo). Como ilustração, pode 
ser citado 0 modelo proposto por Stojan e colaboradores a partir da AChE da Droso- 
phila melanogaster, uma espécie de inseto díptero semelhante a uma mosca, e que 
considera a possibilidade de modulação da ação catalítica do sítio ativo da enzima 
pela ligação do substrato a um sítio ativo secundário (STOJAN et ai, 1998). Outro 
modelo considera as possibilidades tanto de ativação quanto de inibição pelo subs- 
trato (ROSENBERRY et ai, 2005). 

A AChE possui um grande poder catalítico: 0 seu número de renovação 1 * * é supe- 
rior alO 4 s^ea difusão de ACh para 0 sítio ativo da enzima constitui a etapa de- 
terminante de velocidade da reação. Digno de nota também é 0 fato da AChE ser 
uma enzima pouco seletiva: ela catalisa não apenas a hidrólise da ACh, mas tam- 
bém uma série de reações envolvendo ésteres arílicos, anilidas, tioésteres, amidas, 
selenoésteres e compostos acílicos ou desmetilados análogos à ACh (QUINN, 1987, 
e referências nele contidas). 


1 número de renovação ou “turnover number” - número de moléculas de substrato transformadas em 

produto por molécula de enzima, na unidade de tempo, quando a enzima está totalmente saturada 

com 0 substrato (STRYER, 1995). 
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2.2.3 ESTRUTURA DA ACETILCOLINESTERASE 


A AChE é uma enzima polimórfica, constituída por subunidades catalíticas glo- 
bulares, cada qual com uma massa de 70 a 80 kDa. Estas subunidades catalíticas 
se reúnem em estruturas oligoméricas que, na maioria das vezes, compõem duas 
grandes classes estruturais: as formas globulares e as formas assimétricas (ou alon- 
gadas). As primeiras podem ser compostas por monômeros, dímeros ou tetrâmeros, 
sendo que, nos dois últimos casos, cada unidade monomérica possui um sítio ativo, 
estando estas unidades ligadas entre si por ligações de dissulfeto. Já as formas as- 
simétricas são constituídas por três subdomínios estruturais: as subunidades catalí- 
ticas (globulares), a subunidade colagenosa e a subunidade não-colagenosa. A su- 
bunidade colagenosa é uma estrutura protéica, rica em glicina, hidroxiprolina e hi- 
droxilisina, geralmente composta por uma tripla hélice. Esta subunidade termina em 
uma subunidade não-colagenosa, a qual se liga às subunidades catalíticas por in- 
termédio de ligações de dissulfeto. As formas polimórficas da AChE são encontra- 
das nos mais variados órgãos de diversas espécies. Apesar das diferenças estrutu- 
rais, as atividades das subunidades catalíticas das formas globulares e assimétricas 
são similares (MACPHEE-QUIGLEY et ai, 1985; QUINN, 1987). 

A primeira AChE a ter sua estrutura primária determinada foi a da Torpedo cali- 
fornica, uma espécie de peixe elétrico (SCHUMACHER et ai, 1986). Poucos anos 
depois, determinou-se a estrutura primária da AChE humana (SOREQ et al, 1990). 
Foi também a AChE da Torpedo californica (TcAChE) a primeira a ter sua estrutura 
tridimensional na forma cristalina experimentalmente determinada por difração de 
raios-X (SUSSMAN et ai, 1991). Geralmente, as estruturas primárias das AChE de 
diferentes espécies são bem conservadas, e a TcAChE possui mais de 60% de iden- 
tidade com as AChE dos mamíferos (TAYLOR, 1991). Para fins de comparação, o 
grau de identidade entre as AChE e as BChE de uma mesma espécie (ou de espé- 
cies geneticamente próximas) varia entre 50 e 52%. O alto grau de identidade entre 
a TcAChE e as AChE dos mamíferos, incluindo a humana (HuAChE), torna as estru- 
turas terciárias destas enzimas bastante semelhantes entre si. Este fato, associado 
à boa resolução (1,8 Â) da estrutura da TcAChE disponível no “Protein Data Bank”, 
conhecido como PDB (BERMAN et ai, 2000; http://www.pdb.org/), tornou a TcAChE 
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a acetilcolinesterase mais utilizada em estudos experimentais e teóricos. A estrutura 
tridimensional da TcAChE (PDB ID 1 EA5) está representada na FIG. 2.3. 



FIG. 2.3 - Estrutura terciária da TcAChE (PDB ID 1EA5). Em preto, estão destacados 

os resíduos Ser- 200, Glu-327 e His-440. 

A TcAChE é naturalmente encontrada em uma forma homodimérica. O monô- 
mero, com 537 resíduos, possui a forma de um elipsóide de revolução, com dimen- 
sões aproximadas de 45 À x 60 À x 65 À, e é constituído por uma folha p central 
(composta por 12 fitas p) cercada por 14 hélices a. As duas primeiras e as duas 
últimas fitas p são ligadas por voltas do tipo grampo, as quais formam ligações de 
hidrogênio fracas com as oito fitas p centrais restantes (SUSSMAN et ai, 1991). A 
seqüência da TcAChE possui um alto grau de identidade com as de várias lipases e 
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esterases, o que resulta em estruturas semelhantes para todas elas (CYGLER et al, 
1993). Entretando, este padrão de enovelamento (uma folha p cercada por hélices 
a) é encontrado em diversas hidrolases que não possuem nenhuma similaridade 
seqüencial com a TcAChE (ou mesmo entre si); este padrão, identificado na década 
de 1990, é denominado a/p hidrolase (OLLIS et al., 1992). No caso da TcAChE, 
acredita-se que a presença de quatro pontes salinas desempenhe um papel funda- 
mental na manutenção deste enovelamento (CYGLER et al, 1993). Descrições mi- 
nuciosas de detalhes estruturais, padrão de ligações dissulfeto e comparações com 
estruturas de outras enzimas podem ser encontradas na literatura (QUINN, 1987; 
SUSSMAN et ai, 1991; CYGLER et al, 1993;TAYLOR & RADIC, 1994). 

2.2.4 SÍTIO ATIVO DA ACETILCOLINESTERASE 


Em essência, o sítio ativo de uma AChE é composto por uma “tríade catalítica”, 
destacada na FIG. 2.3; na TcAChE, ela é formada pelos resíduos Ser-200, Glu-327 
e His-440 (MACPHEE-QUIGLEY et ai, 1985; SCHUMACHER et ai, 1986; GIBNEY 
et ai, 1990; SUSSMAN et ai, 1991; SHAFFERMAN et ai, 1992) e, na FluAChE, pe- 
los resíduos Ser-203, Glu-334 e His-447 (SHAFFERMAN et ai, 1992). Esta tríade é 
semelhante às existentes em outras serina hidrolases e serina proteases, embora 
apresente um resíduo Glu no lugar do Asp usualmente encontrado nestas enzimas 
(SUSSMAN et ai, 1991; DODSON & WLODAWER, 1998), bem como uma estereo- 
química diferente da usualmente nelas encontrada (SUSSMAN et ai, 1991). Na 
TcAChE, a tríade catalítica está localizada em um fosso profundo e estreito, deno- 
minado “fosso do sítio ativo”, que possui cerca de 20 À de profundidade e penetra 
aproximadamente até a metade da enzima, alargando-se perto da base. O átomo 
O y da Ser-200 está localizado a cerca de 4 À acima da base do fosso (SUSSMAN et 
ai, 1991). A parede do fosso do sítio ativo é alinhada pelos anéis de 14 resíduos 
aromáticos, altamente conservados nas diversas AChE, que interagem com íons 
quaternários de amónio, havendo também alguns poucos resíduos ácidos (SUSS- 
MAN et ai, 1991; AXELSEN et ai, 1994; FUXREITER & WARSHEL, 1998). Além 
disto, a distribuição dos resíduos carregados na AChE gera um momento de dipolo 
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permanente alinhado com o fosso do sítio ativo, o que facilita a atração de um subs- 
trato carregado positivamente, guiando-o através do fosso; a interação direta do 
substrato com os resíduos carregados negativamente no interior do fosso é blindada 
pelas cadeias laterais dos resíduos aromáticos (RIPOLL et ai, 1993). Este “direcio- 
namento eletrostático” causado pelo grande momento de dipolo, bem como pelos 
momentos de quadrupolo e de ordem superior da enzima, contribui para a sua alta 
eficiência catalítica (SUSSMAN et a!., 1991; RIPOLL et ai, 1993; TAN et ai, 1993; 
AXELSEN et ai, 1994; BOTTI et ai, 1999). A largura média do fosso é inferior à 
seção reta da ACh, indicando a necessidade de mudanças conformacionais de pelo 
menos parte do fosso a fim de permitir a entrada do substrato (KOELLNER et ai, 
2000). A rápida liberação dos produtos da hidrólise enzimática de dentro do fosso 
permanece inexplicada, embora estudos tenham levantado as possibilidades de mu- 
danças conformacionais que abririam passagens alternativas por onde sairiam pelo 
menos algumas moléculas de água, enquanto que a colina seria liberada pela aber- 
tura principal (RIPOLL et ai, 1993; BOTTI et ai, 1999; KOELLNER et ai, 2000). O 
ácido acético e o acetato formados na hidrólise da ACh sairiam principalmente pela 
abertura principal, com uma fração saindo por uma passagem alternativa formada 
durante a reação enzimática (ENYEDY et ai, 1998; NACHON et ai, 2008). 

Embora seja a principal, a tríade catalítica não é a única componente do sítio 
ativo. Usualmente, este é dividido em três domínios (QUINN, 1987): 

1) um subsítio esterático, onde se localizam os resíduos serina e histidina da 
tríade catalítica, e que se liga ao grupo acila da ACh; 

2) um subsítio aniônico, localizado a uma distância igual ou superior a 4,7 À da 
hidroxila pertencente ao resíduo serina da tríade catalítica, constituído por múltiplas 
cargas negativas que interagem com o grupo amónio quaternário da ACh; 

3) uma região hidrofóbica, contígua ou próxima aos subsítios esterático e aniôni- 
co, e que é importante para a ligação com substratos arílicos. 

A FIG. 2.4 mostra uma representação esquemática dos três domínios do sítio 
ativo da AChE, bem como a interação desta com a ACh. Existe ainda um quarto 
domínio na AChE, no qual se ligam ligantes catiônicos. Este domínio se localiza a 
mais de 20 À do sítio ativo, e é denominado sítio aniônico periférico. A complexação 
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de ligantes com este sítio periférico freqüentemente provoca alterações na confor- 
mação do sítio ativo. Estes quatro domínios atuam de forma concertada, originando 
as complexas dinâmicas de reação que caracterizam a AChE (QUINN, 1987; SHAF- 
FERMAN et ai, 2005). 



Esterático 

FIG. 2.4 - Representação esquemática do sítio ativo da AChE 

Como já mencionado, a hidrólise enzimática da ACh envolve reações de adição 
nucleofílica e ácido-base, e está baseada principalmente na ação dos resíduos da 
tríade catalítica. O mecanismo proposto que é mais consistente com os dados expe- 
rimentais disponíveis consiste em dois ataques nucleofílicos e duas transferências 
de prótons, com um intermediário covalente acetil-enzima. No caso da TcAChE, o 
resíduo His-440 abstrai um próton da Ser-200, formando o nucleófilo Ser-0 “ ; este 
ataca a ACh, gerando como intermediário um aduto tetraédrico. A His-440 protona- 
da é estabilizada pelo resíduo Glu-327 e, em menor escala, pelo Glu-199. A estabi- 
lização das cargas existentes no estado de transição da reação resulta no grande 
efeito catalítico da AChE (HAREL et al, 1996; ENYEDY et ai, 1998; DODSON & 
WLODAWER, 1998; FUXREITER & WARSHEL, 1998; ZHANG et ai, 2002; 
SANTANNA et ai, 2006; NEMUKHIN et ai, 2008). Este mecanismo está esquema- 
tizado na FIG. 2.5. A His-440 possui uma alta mobilidade ao longo da atuação cata- 
lítica da enzima (MILLARD et ai, 1999a), e o seu posicionamento exato é fundamen- 
tal para obtenção da atividade enzimática ótima; este posicionamento é obtido por 
restrição estérica de Phe-288 e por empilhamento-7i com Phe-331 (BARAK et ai, 
2002; KAPLAN et ai, 2004; SHAFFERMAN et ai, 2005). 
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FIG. 2.5 - Mecanismo da hidrólise da ACh pela AChE (ENYEDY et al, 1998) 


Os resíduos Trp-84, GIu-199 e Phe-330 são os principais componentes do subsí- 
tio aniônico (também conhecido como sítio de ligação da colina), interagindo forte- 
mente com 0 grupo amónio quaternário da ACh (HAREL et al., 1993; SELWOOD et 
al., 1993; FUXREITER & WARSHEL, 1998; ORDENTLICH et al., 2004). Em especi- 
al, 0 Trp-84 está muito próximo (3,7 À) do grupo amónio, e tanto ele quanto a Phe- 
330 interagem com este grupo por intermédio de interações cátion -71 (MA & DOU- 
GHERTY, 1 997). Embora já tradicional, 0 termo “subsítio aniônico” é impreciso, uma 
vez que ele contém, no máximo, uma carga formal igual a -1 ; são as interações cá- 
tion-7c, e não interações iônicas, as responsáveis pela acomodação da colina no sítio 
ativo (SUSSMAN et al., 1991 ; HAREL et al., 1993; ORDENTLICH et al., 1998). 

Os resíduos Phe-288 e Phe-290 (Phe-295 e Phe-297 na HuAChE e em outros 
mamíferos) possuem uma importância fundamental no sítio ativo: elas delimitam um 
espaço onde se acomoda 0 grupo acila do substrato, denominado “bolsão de acila”. 
Estes resíduos são os responsáveis pela maior especificidade da AChE em relação 
à BChE: 0 grande volume da cadeia lateral da Phe limita 0 espaço disponível no bol- 
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são de acila a um grupo acetila (ou, no máximo, propanoíla). Na BChE, estes resí- 
duos Phe são substituídos por resíduos menores (Leu, lie ou Vai), gerando um bol- 
são de acila mais espaçoso, capaz de acomodar grupos maiores como butanoíla ou 
benzoíla (VELLOM et ai, 1993; HOSEA et al, 1995). Estudos de mutagênese mos- 
tram que a AChE do camundongo com as mutações F295L e F297I perde sua espe- 
cificidade e tem reduzida a sua velocidade catalítica máxima k cat , o que leva à con- 
clusão de que estes resíduos são importantes na estabilização do substrato em uma 
posição ótima para a catálise (VELLOM et al., 1993). Além disto, as mutações F297I 
ou F297V mudam o perfil cinético da AChE de inibição por substrato para um de ati- 
vação por substrato análogo ao da BChE (VELLOM et al., 1993; TAYLOR et al., 
1995). O bolsão de acila da TcAChE é complementado pelos resíduos Trp-233 e 
Phe-331 (HAREL et al., 1996; FUXREITER & WARSHEL, 1998) e, como menciona- 
do, está envolvido na manutenção da orientação correta da His da tríade catalítica 
(BARAK et ai, 2002; KAPLAN et ai, 2004). 

Uma importante característica estrutural presente no sítio ativo da AChE é um 
arranjo de doadores de ligação de hidrogênio que estabilizam o intermediário acetil- 
enzima pela acomodação da carga negativa do grupo carbonila da ACh (que, nos 
intermediários de acilação e desacilação, está na forma C - 0“). Este arranjo forma 
uma cavidade conhecida como cavidade do oxiânion, onde a carbonila se acomoda. 
Na TcAChE, esta cavidade é formada pelos resíduos Gli-118, Gli-119 e Ala-201; na 
HuAChe, por Gli-121, Gli-122 e Ala-204. Os grupos NH da cadeia principal destes 
resíduos formam as ligações de hidrogênio com a carbonila (SUSSMAN et ai, 1 991 ; 
HAREL et ai, 1996; FUXREITER & WARSHEL, 1998; ORDENTLICH et ai, 1998; 
ZHANG et ai, 2002). Os resíduos da cavidade do oxiânion e do bolsão de acila par- 
ticipam da estabilização tanto do intermediário da acilação quanto da desacilação, 
acomodando-os sem a necessidade de maiores movimentos conformacionais (SIL- 
MAN et ai, 1999). 

O sítio aniônico periférico está localizado próximo à entrada do fosso do sítio 
ativo e, embora não esteja diretamente envolvido no mecanismo catalítico da AChE, 
engloba vários sítios superpostos para a ligação de ativadores e inibidores alostéri- 
cos. Embora se saiba que alguns inibidores alostéricos atuem por uma combinação 
tanto de impedimento estérico dos ligantes entrando e saindo do fosso do sítio ativo, 
quanto por alterações alostéricas da conformação e eficiência da tríade catalítica 
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(BOURNE et ai, 2003, e referências nele contidas), ainda não se conhece a estrutu- 
ra exata e o papel funcional do sítio aniônico periférico. Sabe-se, porém, que os re- 
síduos Tyr-70, Tyr-121 e Trp-279 da TcAChE são componentes dele, e que a ele se 
ligam inibidores catiônicos e aromáticos que são muito grandes para entrar no fosso 
do sítio ativo, ou ligantes compridos e com dois nitrogénios quaternários que se es- 
tendem desde o fundo deste fosso (HAREL et ai, 1993; TAYLOR & RADIC, 1994; 
ORDENTLICH et ai, 2004; RADIC & TAYLOR, 2006). 

Quando a AChE catalisa a hidrólise de substratos menos reativos do que a ACh, 
ocorrem mudanças no mecanismo de reação, com a ação da tríade catalítica sendo 
substituída por uma catálise básica envolvendo o resíduo Glu-199 (SELWOOD et ai, 
1993). Moléculas de água exercem um papel importante na ação catalítica da AChE 
(FIG. 2.5). Um estudo de diversas estruturas cristalinas da TcAChE demonstrou que 
a maioria das moléculas de água na enzima está em posições bem conservadas, e 
que algumas destas moléculas se deslocam após a ligação da AChE com o substra- 
to, enquanto que outras permanecem na mesma posição aproximada em que se 
encontravam na enzima nativa (KOELLNER et ai, 2000). 

A AChE é o alvo dos agentes neurotóxicos de guerra química, que serão discuti- 
dos na próxima seção. Uma revisão recente e extensa sobre as principais caracte- 
rísticas estruturais das AChE e BChE pode ser encontrada em RADIC & TAYLOR, 
2006. 

2.3 AGENTES NEUROTÓXICOS 

2.3.1 ORGANOFOSFORADOS: CONCEITUAÇÃO E GENERALIDADES 


Em essência, os agentes neurotóxicos empregados em guerra química são 
compostos organofosforados que inibem a ação da AChE, o que pode levar o indiví- 
duo afetado à morte. Juntamente com os carbamatos, os organofosforados são os 
inibidores da AChE mais empregados. Vários compostos destas duas classes são 
atualmente usados como inseticidas, embora só alguns organofosforados sejam uti- 
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lizados como agentes de guerra química (MORETTO, 1998; GUPTA, 2006). Alguns 
organofosforados também são empregados como retardadores de chamas e como 
parasiticidas na medicina veterinária (GUPTA, 2006). 

Todos os organofosforados possuem um átomo de fósforo envolvido em uma 
ligação fosforila (P = O) ou tiofosforila (P = S) e, em essência, são ésteres, amidas 
ou derivados tiólicos dos ácidos fosfórico, fosfônico ou fosfínico, com diferentes 
combinações de átomos de oxigênio, enxofre, carbono ou nitrogênio ligados (WO- 
REK et ai, 2005; GUPTA, 2006). A classificação dos organofosforados é bastante 
complexa, em virtude da enorme gama de possibilidades de cadeias laterais que 
podem se ligar ao átomo de fósforo. Em conseqüência, nenhum sistema de classifi- 
cação de organofosforados foi universalmente aceito até a presente data (GUPTA, 
2006). Podemos considerar a existência de pelo menos treze tipos de organofosfo- 
rados, cujas estruturas estão representadas na FIG. 2.6. Em geral, os organofosfo- 
rados possuem dois grupos alquila substituintes e um grupo substituinte adicional 
usualmente denominado “grupo de saída”, por ser mais suscetível à hidrólise do que 
os grupos alquila. Os organofosforados derivados dos ácidos fosfórico e fosfônico 
geralmente possuem atividade anticolinesterásica, ao contrário dos derivados do 
ácido fosfínico (GUPTA, 2006). 

Os efeitos tóxicos dos organofosforados sobre homens e insetos foram desco- 
bertos em 1932 e 1937, respectivamente. Em 1940, comprovou-se que a AChE é o 
alvo dos organofosforados em mamíferos, descobrindo-se alguns anos depois que o 
mesmo ocorre com os insetos (CASIDA & QUISTAD, 2005). Os agentes neurotóxi- 
cos de guerra química são muito mais potentes do que os inseticidas organofosfora- 
dos; estes últimos geralmente apresentam toxicidade seletiva a insetos, quando 
comparados a mamíferos, em virtude principalmente de diferenças estruturais nos 
receptores da AChE, bem como em outros subsítios de ligação (CASIDA & QUIS- 
TAD, 2004; CASIDA & QUISTAD, 2005). Deve-se ressaltar que a toxidez de um 
organofosforado (ou de qualquer outra substância) a insetos não a qualifica neces- 
sariamente como inseticida: outras propriedades devem estar associadas ao com- 
posto, como eficácia em baixas concentrações, baixa toxicidade a mamíferos e ou- 
tros animais superiores, baixa fitotoxicidade, facilidade de obtenção, manipulação e 
aplicação, viabilidade econômica e ausência de acumulação no tecido adiposo de 
humanos e animais domésticos (SANTOS etal., 2007). O emprego de organofosfo- 
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rados como inseticidas, iniciado na década de 1940, recebeu um grande impulso 
entre 1960 e 1980, quando começaram a ser usados em substituição aos inseticidas 
organoclorados (menos tóxicos, mas de elevada persistência no meio ambiente). 
Em 1999, os organofosforados representavam cerca de 40% do mercado mundial de 


pesticidas (SANTOS et ai, 2007). 
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FIG. 2.6 - Tipos de organofosforados (GUPTA, 2006) 


É importante observar que, antes de atingir a AChE, os organofosforados podem 
sofrer diversas biotransformações metabólicas. A maioria dos organofosforados, 
com exceção dos fosfatos e fosfonatos, apresentam potencial anticolinesterásico 
baixo ou nulo em sua forma não-metabolizada (JOKANOVIC, 2001). A biotransfor- 
mação de organofosforados não-tóxicos a metabólitos ativos ocorre por intermédio 
de um grupo de reações, sendo a mais representativa destas a dessulfuração oxida- 
tiva do grupo tiofosfato, convertendo a ligação tiofosforila (P = S) a fosforila (P = O). 
Assim, os fosforotioatos e os fosforoditioatos, que são fracos inibidores da AChE 
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(em virtude da relativamente baixa eletronegatividade do enxofre em relação ao oxi- 
gênio), são convertidos em suas formas oxidadas, que são compostos anticolineste- 
rásicos extremamente tóxicos (JOKANOVIC, 2001; KWONG, 2002; TANG et ai, 
2006; para exceções a esta regra, veja ROZENGART et ai, 2007, onde são mostra- 
dos casos de tiofosfonatos mais tóxicos do que os fosfonatos correspondentes). 
Outras reações metabólicas importantes são as que resultam na destoxificação dos 
organofosforados. Estes processos geralmente envolvem a quebra de uma das li- 
gações do fósforo, gerando uma molécula carregada negativamente (JOKANOVIC, 
2001), ou aumentam a solubilidade do organofosforado em água, o que torna a sua 
excreção mais fácil e reduz significativamente sua meia-vida de permanência no or- 
ganismo (TANG et ai, 2006). 


2.3.2 MECANISMO DE AÇÃO DOS ORGANOFOSFORADOS 


Os compostos organofosforados empregados como agentes neurotóxicos de 
guerra química e como inseticidas inibem a enzima AChE, impedindo a hidrólise da 
ACh. Com isto, ocorre um acúmulo de ACh em todos os receptores colinérgicos, o 
que resulta na superestimulação das estruturas enervadas por estas fibras colinérgi- 
cas. O mecanismo da reação envolve um ataque nucleofílico da serina da tríade 
catalítica da AChE (Ser-200 na TcAChe, Ser-203 na FluAChE) ao átomo de fósforo 
do organofosforado. Ao contrário da AChE acetilada, que rapidamente transforma- 
se em ácido acético e AChE regenerada, a enzima fosfilada (entende-se por fosfila- 
ção as reações de fosforilação e fosfonilação) é estável e, dependendo dos grupos 
ligados ao átomo de fósforo, torna-se irreversivelmente inibida. Isto ocorre em virtu- 
de da serina da tríade catalítica, ao se fosfilar, não ser mais capaz de hidrolisar a 
ACh (MACPHEE-QUIGLEY et ai, 1985; FUKUTO, 1990; KWONG, 2002;WOREKef 
ai, 2004; MAJUMDAR et ai, 2006; MARRS, 2007). Um esquema da inibição da 
AChE por organofosforados é mostrado na FIG. 2.7. Estudos computacionais da 
fosfonilação da AChE pelo agente neurotóxico sarin indicam que a reação envolve 
de fato um mecanismo de adição-eliminação em duas etapas (e não um mecanismo 
concertado), sendo a primeira a determinante de velocidade (WANG et ai, 2006; 
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WANG et ai, 2008). Os organofosforados também são capazes de inibir a ação da 
BChE por um mecanismo análogo, embora não se saiba os efeitos desta inibição no 
organismo, em virtude do desconhecimento do papel fisiológico da enzima (FUKU- 
TO, 1990). Além disto, os organofosforados se ligam covalentemente a outras seri- 
na esterases, tais como a carboxilesterase, a esterase neurotóxica, a tripsina e a 
quimotripisina (WOREK et ai, 2005). 



FIG. 2.7 - Mecanismo de atuação dos organofosforados (WOREK et al., 2004) 

A reação dos organofosforados com as colinesterases envolve inicialmente a 
formação do complexo de Michaelis entre a enzima e o agente, seguida pela fosfila- 
ção da enzima e sua conseqüente inativação, com a substituição do grupo de saída 
do organofosforado pela hidroxila do resíduo serina da tríade catalítica. A enzima 
fosfilada é altamente estável; apesar disto, o complexo fosfil-enzima eventualmente 
sofre um de diversos processos secundários possíveis (FIG. 2.7). Uma possibilidade 
é a enzima fosfilada reativar-se espontaneamente por hidrólise, regenerando-se com 
a eliminação do agente neurotóxico (embora talvez este processo seja lento demais 
em termos clínicos). Esta reativação pode ser acelerada com o emprego de nucleó- 
filos adequados, como será visto posteriormente (SOMANI et ai, 1992; BLACK & 
HARRISON, 1996; WOREK et ai, 2005; MARRS, 2007). 

Alternativamente à reativação da AChE, pode ocorrer o rompimento da ligação 
simples PO — R da enzima fosfilada, com a conseqüente perda de um carbênio al- 
quílico (FIG. 2.7). Após esta etapa, conhecida como envelhecimento (“aging” ou 
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“ageing”), a enzima fosfilada não pode mais ser reativada espontaneamente ou peia 
ação de nucleófilos, tornando-se irreversivelmente inibida (SOMANI et ai, 1992; 
BLACK & HARRISON, 1996; MARRS, 2007). O mecanismo de envelhecimento por 
monodealquilação de uma dialquilfosfil-enzima é considerado clássico; mecanismos 
não-clássicos já foram registrados. No caso do agente neurotóxico conhecido como 
tabun (ver próxima Seção), acreditava-se que o envelhecimento ocorresse pela rup- 
tura da ligação P — N ao invés da ligação PO — R, com eliminação do grupo dimeti- 
lamina (BARAK et ai, 2000; ELHANANY et a!., 2001), embora pesquisas recentes 
sugiram a possibilidade de um mecanismo clássico (CARLETTI et al., 2008). Um 
mesmo organofosforado pode envelhecer por mecanismos diferentes. Por exemplo, 
o mipafox (N,N’-diisopropilfosforodiamido fluoridato), um organofosforado usado co- 
mo pesticida e cuja estrutura é 0=P(F)(NHCH(CH 3 ) 2 )2, envelhece por desprotonação 
de um dos grupos fosforoamido no complexo com a enzima neurotóxica humana 
(KROPP et al., 2004), pela perda dos dois grupos isopropilamina no complexo com a 
HuAChE (KROPP & RICHARDSON, 2006), e pela perda de um único grupo isopro- 
pilamina no complexo com a BChE eqüina (KROPP & RICHARDSON, 2007). 

Diversos fatores contribuem para tornar uma colinesterase fosfilada envelhecida 
não-suscetível à reativação espontânea ou por nucleófilos (CURTIL & MASSON, 
1993; BENCSURA et al., 1995). Em primeiro lugar, o complexo envelhecido possui 
uma carga negativa no sítio ativo, o que dificulta o ataque de qualquer nucleófilo car- 
regado negativamente. Além disto, uma série de forças não-covalentes estabilizam 
o complexo envelhecido e contribuem para a irreversibilidade da inibição. Estudos 
realizados com a TcAChE envelhecida com diferentes organofosforados sugerem a 
existência de interações entre estes e a cavidade do oxiânion, o bolsão de acila e a 
His-440 da tríade catalítica; algumas destas interações estabilizam o complexo en- 
velhecido, enquanto que outras limitam a desfosfilação pelo bloqueio do acesso de 
moléculas de água (ou de outro nucleófilo) ao átomo de fósforo (ORDENTLICH et 
al., 1993; QIAN & KOVACH, 1993; SEGALL et al., 1993; SHAFFERMAN et al., 1996; 
MILLARD et al., 1999b). Um outro fator que possivelmente contribui para a resistên- 
cia à reativação de enzimas envelhecidas é a mudança conformacional pela qual 
elas passam após o envelhecimento, tornando o organofosforado menos exposto ao 
ataque de um nucleófilo (CURTIL & MASSON, 1993). Por fim, pelo menos no caso 
do agente neurotóxico soman, foi proposta a existência de um mecanismo eletrostá- 
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tico do tipo “empurrar-puxar” (“push-pull”), envolvendo os resíduos Glu-199, His-440, 
Trp-84 e a cavidade do oxiânion, os quais estabilizariam o carbênio formado no en- 
velhecimento e favoreceriam a migração de um grupo metila, transformando um car- 
bênio secundário em outro terciário (QIAN & KOVACH, 1993; BENCSURA et ai, 
1995; VIRAGH etal., 1997; SAXENA et ai, 1998). 

O mecanismo da reação das colinesterases com os organofosforados é análogo 
ao da reação com seus substratos naturais, e as taxas de fosfilação são uma função 
da estrutura do organofosforado. As taxas de reativação espontânea (hidrólise) são 
determinadas pela estrutura remanescente após a perda do grupo de saída. A reati- 
vação espontânea ocorre a taxas clinicamente significativas com a maioria (mas não 
todos) dos organofosforados mais importantes, mas sempre será mais lenta do que 
o processo de desacetilação que ocorre na hidrólise do substrato natural: enquanto 
a AChE se desacetila em microssegundos, desfosfila-se em um período que varia de 
horas a dias. Em geral, quanto menores forem os grupos alquila do organofosfora- 
do, mais rápida será a reativação espontânea (MARRS, 2007). As taxas de enve- 
lhecimento também dependem da estrutura do complexo fosfil-enzima. 

Apesar do mecanismo de fosfilação da AChE ser bem semelhante ao da hidróli- 
se da ACh e de outros substratos, há algumas distinções notáveis. As principais 
são: 1) na hidrólise, há pouca dependência em relação ao grupo de saída, ao contrá- 
rio do que ocorre na fosfilação; 2) o intermediário fosfil-enzima é mais estável do que 
o acetil-enzima; 3) a barreira energética para a desacilação é muito menor do que a 
da referência não-enzimática, enquanto que a barreira energética da desfosfilação é 
semelhante à da referência não-enzimática (BENCSURA et ai, 1995). Evidente- 
mente, os intermediários fosfil-enzima podem sofrer envelhecimento, processo que 
não ocorre com a acetil-enzima. 

Duas importantes questões a serem consideradas nos mecanismos de substitui- 
ção nucleofílica de compostos organofosforados com átomos de fósforo tetracoor- 
denados são a posição de ataque do nucleófilo e qual grupo de saída efetivamente 
será substituído. Para reações com nucleófilos fortes, considera-se que geralmente 
o nucleófilo se aproxima perpendicularmente à face trigonal do tetraedro, centrado 
no átomo de fósforo, oposta ao grupo de saída. Como resultado, forma-se um in- 
termediário pentavalente com geometria de bipirâmide trigonal, no qual o nucleófilo e 
o grupo de saída se situam nas posições axiais (WESTHEIMER, 1968; DEBRUIN et 
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al., 1989; THATCHER & KLUGER, 1989; SECKUTÉ et al., 2005). Em compostos 
com mais de um grupo de saída em potencial, como é o caso de vários organofosfo- 
rados, a estrutura do intermediário influencia a determinação de qual grupo efetiva- 
mente será deslocado, definindo a estereoquímica do produto da substituição nucle- 
ofílica. Nos organofosforados, muitas vezes há uma competição entre a saída de 
um grupo alcoxi (OR) ou de um grupo tioalquil (SR), sendo o primeiro mais eletrone- 
gativo e o segundo mais polarizável e menos básico, constituindo um melhor grupo 
de saída. Na ausência de fatores estéricos impeditivos, os substituintes mais eletro- 
negativos tendem a ocupar posições axiais em estruturas com geometria de bipirâ- 
mide trigonal (MUETTERTIES et al., 1963; THATCHER & KLUGER, 1989; CRAMER 
& GUSTAFSON, 1993), favorecendo que estes sejam os grupos de saída. Porém, a 
possibilidade de ocorrência de pseudo-rotações (BERRY, 1960; MUETTERTIES et 
al., 1963; WESTHEIMER, 1968; MISLOW, 1970; THATCHER & KLUGER, 1989; 
CORBRIDGE, 1995) e a eventual existência de impedimentos estéricos podem fazer 
com que o grupo menos eletronegativo ocupe uma posição axial no intermediário, 
tornando-se este o grupo de saída preferencial (CAVELL et al., 1978; DEBRUIN et 
al., 1989; CRAMER & GUSTAFSON, 1993). Assim, a quebra da ligação P-0 ou P- 
S será conseqüência da competição entre a apicofilicidade do grupo alcoxi, favoreci- 
da cineticamente, e a melhor estabilidade como grupo de saída da tioalquila, favore- 
cida termodinamicamente (DEBRUIN et al., 1989; SECKUTÉ et al., 2005; MENKE & 
PATTERSON, 2007). 

Os organofosforados provocam uma série de efeitos no organismo, em virtude 
da acumulação de ACh gerar uma estimulação excessiva dos receptores nicotínicos 
e muscarínicos nos sistemas nervosos central e periférico. Os principais efeitos tó- 
xicos agudos são miose, rinorréia, broncorréia, salivação, hipotensão, bradicardia, 
tremores musculares, convulsões e insuficiência respiratória, sendo que esta última 
é a principal causa de morte por agentes neurotóxicos (BENSCHOP & DE JONG, 
1988; SIDELL, 1997). Os sinais e sintomas da intoxicação por estes agentes (sín- 
drome colinérgica) aparecem apenas quando mais de 50% da AChE é inibida; a 
morte ocorre após a inibição de 90% da enzima. A duração dos sintomas depende 
das características farmacocinéticas e farmacodinâmicas do neurotóxico utilizado 
(MORETTO, 1998). Efeitos de longo prazo, observáveis durante períodos variando 
de semanas a meses, já foram registrados, e se devem à exposição constante a 
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baixas doses de organofosforados ou a efeitos retardados de exposições agudas 
(SIDELL, 1997, MARRS, 2007; RAFAI et ai, 2007). 

Deve-se ressaltar que a inibição da AChE não é o único efeito tóxico dos orga- 
nofosforados, uma vez que estes compostos também inibem outras enzimas além 
das colinesterases. Além disto, concentrações elevadas de inibidores de colineste- 
rases (muitas vezes maiores do que a letal) podem causar efeitos diretos nos recep- 
tores colinérgicos, bloqueando os canais iônicos, por exemplo. Por fim, os organo- 
fosforados podem afetar outros caminhos de neurotransmissão, como o dopaminér- 
gico e o noradrenérgico (embora as perturbações sobre estes caminhos aparentem 
ser secundárias frente aos efeitos nos sistemas colinérgicos). Entretanto, a relevân- 
cia destes mecanismos alternativos para o efeito clínico dos organosfosforados ain- 
da não é bem compreendida (SIDELL, 1997; MARRS, 2007). Um estudo recente 
modelou matematicamente os efeitos letais in vivo de diversos organofosforados 
altamente tóxicos empregados como agentes de guerra química, concluindo que o 
mecanismo primário de sua toxicidade é realmente a inibição da AChE: menos de 
10% da toxicidade destes compostos poderiam ser atribuídos a mecanismos alterna- 
tivos (MAXWELL et ai, 2006). 


2.3.3 ORGANOFOSFORADOS COMO AGENTES DE GUERRA QUÍMICA 


Os denominados agentes neurotóxicos de guerra química, vulgarmente conheci- 
dos como “gases dos nervos”, são compostos organofosforados com um elevado 
grau de toxicidade aguda a mamíferos, particularmente pelas vias percutânea e ina- 
latória, toxicidade esta muito superior a dos organofosforados empregados como 
inseticidas (SIDELL, 1997; MARRS, 2007). Os gases dos nervos geralmente são 
fosfonofluoridatos e fosfonotioatos S-substituídos, enquanto que boa parte dos inse- 
ticidas é formada por fosfonotioatos com a ligação P = S. Os principais compostos 
organofosforados considerados agentes neurotóxicos de guerra química são conhe- 
cidos por suas designações militares atribuídas pela Organização do Tratado do 
Atlântico Norte: GA (também denominado tabun - 0-etil-N,N-dimetil-fosforamido- 
cianidato), GB (sarin - O-isopropil-metil-fosfono-fluoridato), GD (soman - O-pinacolil- 


45 



metil-fosfono-fluoridato) e VX (O-etil S-[2-(diisopropilamino)etil]-metil-fosfonotioato). 
As estruturas destes agentes, considerados gases dos nervos por possuírem carac- 
terísticas favoráveis ao emprego militar, estão representadas na FIG. 2.8 (SHIH et 
ai, 2005; MARRS, 2007). Existem registros de um antigo agente denominado GF 
(ciclo-sarin - O-cicloexil-metil-fosfono-fluoridato), de fabricação similar ao sarin; este 
neurotóxico teria sido descartado pelos Estados Unidos como sendo sem interesse, 
por razões ainda não esclarecidas, e foi fabricado pelo Iraque durante a Guerra do 
Golfo (SIDELL, 1997). O VR (VX russo - O-isobuti! S— [2-(dietilamino)etil]-metil- 
fosfonotioato) é um análogo do VX desenvolvido na antiga União Soviética. As es- 
truturas do GF e do VR também estão representadas na FIG. 2.8. Outros gases dos 
nervos menos importantes, sobre os quais há poucos estudos, são o GE (O- 
isopropil-metil-fosfono-fluoridato), o VE (O-etil S-[2-(dietilamino)etil]-etil- 
fosfonotioato), o VG (0,0-dietil S-[2-(dietilamino)etil]-etil-fosforotioato) e o VM (O-etil 
S-[2-(dietilamino)etil]-metil-fosfonotioato) (MARRS, 2007). 
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FIG. 2.8 - Estruturas dos Principais Agentes Neurotóxicos 
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Compostos anticolinesterásicos foram empregados como armas na África pelo 
menos desde o século XIX, e o primeiro organofosforado inibidor da AChE a ser de- 
senvolvido foi provavelmente o tetraetil-pirofosfato, sintetizado por Wurtz em 1854 
(SIDELL, 1997). Entretanto, a história dos gases dos nervos modernos começa na 
década de 1930, quando o conglomerado alemão IG Farbenindustrie iniciou um pro- 
grama de síntese de um grande número de compostos, em uma tentativa de desen- 
volver novos inseticidas. Dentro deste programa, o tabun e o sarin foram sinteti- 
zados por Schrader em 1936 e 1937, respectivamente. A elevada toxicidade destes 
compostos aos mamíferos limitou o seu emprego como inseticidas, mas despertou o 
interesse do Ministério da Defesa alemão, que visualizou o seu potencial bélico e 
criou uma planta-piloto para a produção deles em 1942. Em 1944, Richard Kuhn 
sintetizou o soman, mas não houve tempo de desenvolvê-lo como arma antes do 
final da Segunda Guerra Mundial. O VX foi sintetizado na década de 1950 no Reino 
Unido, sendo desenvolvido para aplicações militares nos Estados Unidos, e o ciclo- 
sarin foi sintetizado pela primeira vez em 1949, por intermédio de um processo se- 
melhante ao da síntese do sarin (SIDELL, 1997; MARRS, 2007). 

Os gases dos nervos estão entre as substâncias mais mortais existentes no pla- 
neta, talvez atrás apenas das neurotoxinas biológicas (como a botulina, por exem- 
plo). Gases dos nervos são relativamente simples e baratos de serem sintetizados, 
facilmente dispersados, difíceis de serem detectados, temidos pela opinião pública e 
de altíssimo potencial de letalidade, o que os torna armas adequadas para fins terro- 
ristas (CANNARD, 2006). Felizmente, há poucos registros comprovados de seu 
emprego, embora haja diversas denúncias não confirmadas de sua utilização em 
conflitos a partir de 1967 (SMART, 1997). Durante a Guerra entre o Irã e o Iraque 
(1980-1988), denúncias iranianas de uso de armas químicas pelas forças iraquianas 
foram levadas a ONU. Duas missões desta Organização foram averiguar as denún- 
cias, comprovando o emprego em larga escala do agente vesicante gás mostarda, 
juntamente com o uso ocasional de tabun e, possivelmente, de outros gases dos 
nervos (CONSELHO DE SEGURANÇA DAS NAÇÕES UNIDAS, 1984 e 1986). Em 
1988, novamente o Iraque fez uso de armas químicas: desta vez, o alvo foi a vila 
curda de Birjinni, situada no norte daquele país. Sarin e gás mostarda foram os 
compostos empregados neste ataque (MACILWAIN, 1993). Sarin impuro também 
foi empregado em ataques terroristas pela seita japonesa Aum Shirinkyo nas cida- 
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des de Matsumoto, em 1994, e Tóquio, em 1995 (NAGAO et al., 1997; SIDELL, 
1997; YANAGISAWA & MORITA, 2005; YANAGISAWA et al., 2006; YOKOYAMA, 
2007), e há registros de tentativas de homicídio com VX (NOZAKI et al., 1995). 

Embora sejam comumente chamados de gases dos nervos, os agentes neurotó- 
xicos são líquidos incolores à temperatura ambiente: o ponto de ebulição deles varia 
de 158 °C (sarin) a 298 °C (VX). Os compostos da série G são relativamente volá- 
teis e oferecem maiores riscos quando inalados; já o VX é muito pouco volátil, e se- 
manas podem ser necessárias para que se dissipe completamente. Assim, o VX 
oferece pouco risco de ser inalado (a menos que a temperatura esteja elevada), mas 
um altíssimo risco de ser absorvido através da pele (SIDELL, 1997). Algumas pro- 
priedades físicas, químicas e toxicológicas dos principais agentes neurotóxicos es- 
tão listadas na TAB. 2.1 . Para ilustrar a toxidez destes compostos, a LCt 50 do ciane- 
to de hidrogênio para humanos é estimada entre 2.500 e 5.000 mg. min/m 3 (SIDELL, 
1997), valor bem superior aos dos neurotóxicos (os conceitos de LCtso e LD 50 estão 
definidos na TAB. 2.1). Parte da diferença de toxicidade entre os neurotóxicos se 
deve a inibições diferenciadas das AChE das diversas partes do cérebro (BAJGAR 
et al., 2007). Estudos recentes demonstraram poucas diferenças na toxicidade in 
vitro do VX e do VR, sendo este um pouco menos tóxico (KUCA et al., 2006). 

Todos estes compostos apresentam isomeria óptica: tabun, sarin, ciclo-sarin, VX 
e VR apresentam um átomo de fósforo quiral, enquanto que o soman possui, além 
deste, um segundo centro estereogênico em um átomo de carbono do grupo pinaco- 
lil. Estes estereoisômeros diferem entre si na velocidade com que reagem com a 
AChE, apresentando propriedades toxicológicas bem diferentes (BENSCHOP & DE 
JONG, 1988). Desta forma, os dados toxicológicos da TAB. 2.1 devem ser conside- 
rados como relativos a misturas não especificadas de estereoisômeros de cada um 
dos neurotóxicos. As diferenças de propriedades toxicológicas entre os estereoisô- 
meros de um mesmo neurotóxico resultam da estereoquímica do sítio ativo da A- 
ChE, que favorece a acomodação no sítio ativo de um dos enantiômeros, em detri- 
mento do outro. Acredita-se que os grupos fenilalanina do bolsão de acila (princi- 
palmente o equivalente ao resíduo Phe-290 da TcAChE) sejam os maiores respon- 
sáveis por esta seletividade em relação ao átomo de fósforo quiral, em virtude das 
limitações estéricas por eles impostas (HOSEA et al., 1995; TAYLOR et al., 1999), 
embora estudos de modelagem molecular (BENCSURA et al., 1995) e de mutagê- 
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nese (ORDENTLICH et ai, 2004; ORDENTLICH et ai, 2005) tenham mostrado que 
a cavidade do oxiânion, o subsítio aniônico e o sítio aniônico periférico também de- 
sempenham um papel importante na estabilização do complexo AChE- 
organofosforado e/ou na estereosseletividade. 


TAB. 2.1 - Propriedades físicas, químicas e toxicológicas dos principais agentes neuro- 

tóxicos 


PROPRIEDADE 

TABUN (GA) 

SARIN (GB) 

SOMAN (GD) 

VX 

Massa molecular (Da) 

162,3 

140,1 

182,2 

267,4 

Ponto de ebulição (°C) 

230 

158 

198 

298 

Ponto de fusão (°C) 

-49 

-56 

-80 

-20 

Pressão de vapor (mm Hg) 

0,037 (20°C) 

2,1 (20°C) 

0,40 (25°C) 

0,0007 (20°C) 

Densidade: 





Vapor (relativo ao ar) 

5,6 

4,9 

6,3 

9,2 

Líquido (g/ml a 25°C) 

1,08 

1,10 

1,02 

1,01 

Volatilidade (mg/m 3 a 25°C) 

610 

22.000 

3.900 

10,5 

Solubilidade em água 

9,8g/100g (25°C) 

miscível 

2,1 g/1 00g (20°C) 

miscível 

Persistência no solo 

1-1 ,5 dia (meia- 

vida) 

2-24 h (5 a 

20°C) 

relativamente 

persistente 

2-6 dias 

LCt 50 em humanos 3 
(mg. min/m 3 ) 

400 

100 

50 

10 

LD 50 em humanos 0 

1.000 

1.700 

350 

6-10 

(mg/70 kg de humano) 

(percutâneo) 

(percutâneo) 

(percutâneo) 

(percutâneo) 


(a) LCt 50 : exposição a vapor ou aerossol (produto da concentração pelo tempo de exposição) letal a 
50% da população exposta 

(b) LD 50 : dose letal a 50% da população exposta a outras rotas de administração 
FONTES: Sidell (1997) e Marrs (2007) 

Em geral, para os agentes neurotóxicos, o enantiômero com a configuração ab- 
soluta mostrada na FIG. 2.9 será o inibidor da AChE mais ativo, desde que o grupo 
R’0 seja mais volumoso do que o grupo R (BENSCHOP & DE JONG, 1988). Esta 
configuração corresponde aos isômeros com configuração S no fósforo do sarin, do 
soman e do VX (BENCSURA et ai, 1995; TAYLOR et ai, 1999; ORDENTLICH et ai, 
2004). A TAB. 2.2 mostra a estereosseletividade na atividade anticolinesterásica e 
na ietalidade aguda dos principais agentes neurotóxicos. Diferenças não tão consi- 
deráveis também são observadas entre as taxas de envelhecimento dos enantiôme- 
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ros dos agentes dos nervos (BENCSURA et ai, 1995). No caso particular do so- 
man, há pouca estereosseletividade em relação ao átomo de carbono quiral, sendo 
o isômero PsCs ligeiramente mais tóxico do que o PsC R , e praticamente nenhuma 
diferença entre as taxas de envelhecimento destes dois isômeros, provavelmente 
porque o carbênio gerado é o mesmo (ORDENTLICH et ai, 1999). 


R'0 


O 

■■A 

R 


X 


FIG. 2.9 - Configuração absoluta dos enantiômeros dos agentes neurotóxicos mais ativos 

na inibição da AChE 


No soman, os isômeros P(-) têm configuração S no átomo de fósforo, e os isô- 
meros C(-) possuem configuração S no átomo de carbono quiral (BENCSURA et ai, 
1995). Recentemente, comprovou-se que o (+)-tabun e o (-)-tabun possuem confi- 
gurações R e S, respectivamente (EKSTRÕM et ai, 2006). 

Devido à irreversibilidade da inibição da AChE após o processo de envelheci- 
mento, há um grande interesse no estudo da cinética deste processo. A velocidade 
do envelhecimento varia entre os diferentes organofosforados: para o tabun, o tem- 
po de meia-vida para o envelhecimento da enzima fosfilada é de aproximadamente 
19 horas; para o sarin, 3 horas; para o ciclo-sarin, 7 horas; para o VX, 36,5 horas; e 
para o soman, cerca de 2 minutos apenas (WOREK et ai, 2004; WOREK et ai, 
2005). A altíssima velocidade de envelhecimento do soman representa um grande 
desafio para o tratamento de indivíduos afetados por este agente, pois exige uma 
administração quase que imediata dos antídotos atualmente existentes, o que limita 
tremendamente a utilidade destes. Acredita-se que o rápido envelhecimento do so- 
man seja conseqüência da formação de um carbênio terciário (que posteriormente 
se rearranja em compostos neutros) pela migração de um grupo metila do cátion 
secundário pinacolil, migração esta facilitada por um mecanismo “push-pull” (QIAN & 
KOVACH, 1993; BENCSURA et ai, 1995; VIRAGH et ai, 1997; SAXENA et ai, 
1998). A TAB. 2.3 compila alguns dados de constantes de velocidade para a inibi- 
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ção da HuAChE por misturas racêmicas de diferentes neurotóxicos, bem como apre- 
senta constantes de velocidade para os processos de envelhecimento e reativação 
espontânea da enzima fosfilada. 


TAB. 2.2 - Estereosseletividade na atividade anticolinesterásica e na letalidade aguda 

dos principais agentes neurotóxicos 


Agente neurotóxico 

(estereoisômero) 

Constante de velocidade 

para a inibição da AChE 
IVrVmm 1 (25°C) 

LD50 

(em camundongos) 

pg/kg 

C(+)P(-)-soman 

2,8 x 10 8 

99 (sc) 

C(-)P(-)-soman 

1,8 x 10 8 

38 (sc) 

C(+)P(+)-soman 

< 5 x 10 3 

> 5.000 (sc) 

C(-)P(+)-soman 

< 5 x 10 3 

> 2.000 (sc) 

C(±)P(±)-soman 

não disponível 

156 (sc) 

(-)-sarin 

1,4 x 10 7 

41 (iv) 

(+)-sarin 

< 3 x 10 3 

não disponível 

(±)-sarin 

não disponível 

83 (iv) 

(-)-tabun 

2,3 x 10 6 

1 1 9 (iv) 

(+)-tabun 

3,7 x 10 5 

837 (iv) 

(±)-tabun 

não disponível 

208 (iv) 

H-vx 

4x 10 8 

12,6 (iv) 

(+)-VX 

2 x 10 6 

165 (iv) 

(±)-VX 

não disponível 

20,1 (iv) 


sc: administração subcutânea, iv: administração intravenosa. 
FONTE: Benschop & De Jong (1988) 


Um fenômeno não observado em outros agentes neurotóxicos ocorre com o 
tabun: no complexo entre a AChE do camundongo e o tabun ainda não-envelhecido, 
um movimento do anel imidazol da His-447 desloca a Tyr-337 e a Phe-338, reduzin- 
do o diâmetro do fosso do sítio ativo e dificultando o acesso de antídotos 
(EKSTRÕM et ai, 2006). Esta mudança conformacional é reversível, de modo que 
os resíduos citados ocupam posições semelhantes na apoenzima e no complexo 
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AChE-tabun envelhecido. Acredita-se que este fenômeno, por vezes denominado 
envelhecimento conformacional, dificulte bastante a reativação da AChE inibida por 
tabun, mesmo antes do envelhecimento (EKSTRÕM etal., 2006a). 

Existem diversos processos para a descontaminação química ou enzimática de 
pessoas e superfícies atacadas por agentes neurotóxicos, assim como de outros 
agentes de guerra química. Revisões sobre estes processos estão disponíveis na 
literatura (YANG etal., 1992; YANG, 1999; MORALES-ROJAS & MOSS, 2002; SMI- 
TH, 2008). 


TAB. 2.3 - Constantes de velocidade para a inibição da HuAChE por neurotóxicos 
(kO e para o envelhecimento (k e ) e reativação espontânea (k r ) da HuAChE inibida 


Neurotóxico 

K (M^.min 1 ) 

k e (h 1 ) 

k r (h" 1 ) 

Tabun 

7,4 ± 0,2 x 10 6 

0,036 ±0,001 

N.D. 

Sarin 

2,1 ±0,1 x 10 7 

0,228 

N.D. 

Soman 

9,2 ± 0,4 x 10 7 

6,6 

N.D. 

Ciclo-sarin 

4,9 ± 0,0006 x 10 8 

0,099 ±0,003 

N.D. 

VX 

1,2 ±0,002 x 10 8 

0,019 ±0,001 

0,021 ±0,001 

VR 

4,4 ± 0,006 x 10 8 

0,005 ±0,001 

0,039 ±0,002 


Cada entrada na tabela indica média ± desvio padrão de 2-5 experimentos 

N.D.: não houve reativação espontânea da atividade da AChE durante o período de observação. 

FONTE: Worek ef ai (2004) 


2.4 TRATAMENTO E ANTÍDOTOS 


Apesar de sua alta letalidade, a maioria dos agentes dos nervos possui um tem- 
po de ação relativamente curto, sendo rapidamente degradados ou dispersos a con- 
centrações não-letais logo após a liberação (CANNARD, 2006). Assim, logo após 
um ataque com estes agentes, há uma boa possibilidade de que os serviços de e- 
mergência consigam resgatar uma grande parte das vítimas expostas, prestando o 
atendimento emergencial e transportando-as, quando possível, a instalações melhor 
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equipadas. Os princípios do tratamento médico das vítimas de envenenamento por 
agentes neurotóxicos são os mesmos aplicados ao tratamento da intoxicação de 
pessoas expostas a qualquer outra substância tóxica, ou seja: encerramento da ex- 
posição a esta substância; estabelecimento ou manutenção de ventilação apropria- 
da; administração de antídotos adequados, se disponíveis; e correção de anormali- 
dades cardíacas. Todos os cuidados devem ser tomados pelo pessoal de atendi- 
mento para evitar sua própria contaminação durante o tratamento, com o emprego 
de roupas e equipamentos de proteção individual e a execução de uma completa 
descontaminação das vítimas (SIDELL, 1997). Em condições de batalha, a remoção 
de pessoas contaminadas por agentes neurotóxicos para descontaminação pode ser 
uma tarefa bastante complicada. Nesta situação, a rápida administração de antído- 
tos se torna prioritária. Com esta finalidade, foram desenvolvidas seringas auto- 
injetoras, as quais permitem a administração de antídotos pela própria vítima ou por 
um companheiro aos primeiros indícios de contaminação por agentes de guerra 
química (JOKANOVIC & STOJILJKOVIC, 2006; MCDONOUGH & SHIH, 2007). 

Quando há expectativa de exposição a agentes de guerra química, medidas pro- 
filáticas podem ser adotadas. Uma delas envolve o pré-tratamento com carbamatos, 
como a fisostigmina e a piridostigmina. Carbamatos são inibidores reversíveis da 
AChE e, uma vez ligados ao sítio ativo desta, impedem sua inibição irreversível por 
organofosforados, hidrolisando-se espontaneamente depois (DUNN et ai, 1997; 
ECKERT et ai, 2006; SCOTT, 2007). Entretanto, sua utilização continuada provoca 
efeitos colaterais incômodos, principalmente gastrointestinais (DUNN et ai, 1997). 
Outra alternativa profilática consiste no uso de compostos que seqüestrem e/ou de- 
gradem o agente neurotóxico antes que ele atinja o alvo. Estes compostos são de- 
nominados “scavengers”, e dividem-se em estequiométricos e catalíticos. Os primei- 
ros são enzimas que se ligam estequiometricamente e irreversivelmente ao organo- 
fosforado, como as próprias colinesterases, enquanto que os catalíticos hidrolisam 
as moléculas dos neurotóxicos, como as hidrolases e anidrases de organofosforados 
(DOCTOR & SAXENA, 2005; LENZ et ai, 2007). Várias enzimas estão sendo estu- 
dadas para emprego como “scavengers”, tais como a BChE obtida do plasma hu- 
mano, a BChE humana recombinante expressa no leite de camundongos e cabras 
transgênicas, variantes genéticas da AChE e a paraoxonase humana (DOCTOR & 
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SAXENA, 2005; EVRON et ai, 2007; HUANG et ai, 2007; LENZ et ai, 2007; RO- 
CHU et ai, 2007). 

Geralmente, os antídotos empregados contra os agentes neurotóxicos compre- 
endem três componentes (SOMANI et ai, 1992; SIDELL, 1997; CANNARD, 2006; 
MCDONOUGH & SHIH, 2007): 

a) uma substância anticolinérgica, para combater os efeitos da acumulação 
da acetilcolina nos receptores colinérgicos; 

b) um depressor do sistema nervoso central (SNC), que atua como anticon- 
vulsivo; e 

c) uma oxima reativadora da AChE. 

O anticolinérgico mais usado é a atropina, que compete com a ACh pelos seus 
receptores muscarínicos, bloqueando os efeitos do excesso desta. A atropina é ati- 
va contra todos os neurotóxicos, sendo adotada como antídoto padrão desde o final 
da década de 1940 (situação que perdura nos dias atuais, apesar da contínua pes- 
quisa de outros antídotos). Entretanto, a atropina é incapaz de contrabalançar a 
ação dos organofosforados nos receptores nicotínicos. Ressalte-se que os anticoli- 
nérgicos não impedem a inibição da AChE pelos neurotóxicos; eles apenas comba- 
tem os efeitos do acúmulo de ACh. 

Depressores do SNC destinam-se a combater as convulsões e espasmos mus- 
culares comumente associadas a intoxicações severas por neurotóxicos. O diaze- 
pam é o composto desta classe mais comumente empregado. 

Várias oximas são empregadas para a reativação da AChE inibida por organo- 
fosforados, desde que a enzima fosfilada ainda não esteja envelhecida, sendo espe- 
cialmente úteis no tratamento dos efeitos nicotínicos dos neurotóxicos. As diversas 
oximas adotadas diferem entre si na dose necessária para a reativação, na toxidez e 
na efetividade. Entretanto, elas apresentam três grandes deficiências: 

a) Geralmente, utiiizam-se oximas de íons de amónio quaternários, que não 
são capazes de cruzar a barreira hematoencefálica. Em conseqüência, elas não 
reativam a AChE no SNC; 

b) As oximas não reativam a enzima fosfilada envelhecida; 
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c) Ao contrário da atropina, as oximas não são efetivas contra todos os neu- 
rotóxicos, apresentando grandes diferenças de atividade em relação aos diversos 
organofosforados. 

As oximas reativadoras da AChE geralmente são mono- ou bis-piridínicas. 
Uma das mais difundidas é a pralidoxima, ou 2-PAM (2-piridina aldoxima), emprega- 
da na forma de cloreto (nos EUA) e de metanosulfonato (no Reino Unido). Outros 
países europeus utilizam outras oximas, como a trimedoxima (TMB-4) e a obidoxima 
(ou toxogonina). As estruturas destes compostos estão na FIG. 2.10 (SOMANI et 
ai, 1992; SIDELL, 1997; EYER & WOREK, 2007). 



Pralidoxima (2-PAM) 



X = CH 2 - Trimedoxima (TMB-4) 
X = O - Obidoxima (toxogonina) 


FIG. 2.10 - Estruturas das principais oximas 

Uma deficiência das oximas acima listadas é a sua baixa aplicabilidade à intoxi- 
cação por soman. As chamadas oximas de Hagedom, por outro lado, são bem mais 
eficazes no tratamento deste neurotóxico. As estruturas das principais oximas de 
Hagedorn, denominadas HI-6, HLõ-7, HGG-12 e HGG-42, estão representadas na 
FIG. 2.1 1 . Em linhas gerais, a pralidoxima é eficiente in vitro contra sarin e VX, mas 
não contra soman, tabun e ciclo-sarin; a obidoxima é efetiva contra sarin, VX e ta- 
bun, mas não contra soman e ciclo-sarin, e o HI-6 é altamente eficaz contra sarin, 
soman e VX, mas não contra tabun. A HLõ-7, mais recente, parece ser capaz de 
reativar a AChE inibida por sarin, ciclo-sarin, VX, soman e tabun, podendo ser o pri- 
meiro passo na direção de um reativador universal (SOMANI et ai, 1992; WOREK et 
ai, 2002; WOREK et ai, 2004; EYER & WOREK, 2007). A toxicidade relativa das 
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principais oximas aos seres humanos é H 1-6 < HLõ-7 < 2-PAM < obidoxima < trime- 
doxima (JOKANOVIC & STOJILJKOVIC, 2006). Deve-se lembrar, porém, que o rá- 
pido envelhecimento da enzima fosfilada com soman limita o emprego de qualquer 
oxima como reativador (EYER & WOREK, 2007). Além disto, o HI-6 e o Hlõ-7 de- 
compõem-se em solução aquosa, devendo ser armazenados na forma de pó liofili- 
zado (KASSA, 2002). Um estudo recente avaliou a possibilidade de emprego do 
dimetanosulfato de HI-6 ao invés do dicloreto, uma vez que aquele sal é mais está- 
vel e solúvel do que este; os resultados foram encorajadores (KASSA et ai, 2007). 



HGG-12 HGG-42 

FIG. 2.11 - Estruturas das principais oximas de Hagedorn 

A reativação nucleofílica da AChE fosfilada por uma oxima se processa de acor- 
do com o mecanismo descrito na FIG. 2 . 12 . Geralmente, considera-se que a oxima 
está na forma de oximato (desprotonada) na reativação da AChE fosfilada, como 
representado na FIG. 2.12 (ASHANI et al., 1995). Entretanto, há pesquisas que in- 
dicam possibilidade da forma ativa da oxima ser a neutra, e não a desprotonada 
(CASTRO & FIGUEROA-VILLAR, 2002); estudos adicionais são necessários para 
dirimir esta questão. O ataque nucleofílico do oximato (ou oxima) ao átomo de fósfo- 
ro é facilitado pela polarização da ligação fosforila, polarização esta induzida pela 
cavidade do oxiânion da AChE. Em geral, os complexos fosfil-enzimas com neuro- 
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tóxicos de configuração Sp (mais tóxicos) são mais suscetíveis à reativação, o que 
indica que a polarização da ligação fosforila é necessária para a reativação eficiente 
por nucleófilos (TAYLOR et ai, 1999; WONG et ai, 2000). Idealmente, o oximato e 
a enzima (que seria o grupo de saída) ocupariam posições axiais no intermediário 
com geometria de bipirâmide trigonal; entretanto, as restrições estéricas do fosso do 
sítio ativo impedem o ataque nucleofílico do oximato no ponto ótimo e, por esta ra- 
zão, as reativações com oximas são bem mais lentas do que as reações de fosfila- 
ção (TAYLOR et ai, 1999; WONG et ai, 2000). 

Um óbice em potencial a uma reativação eficiente é a possibilidade de reinibição 
da AChE pela oxima fosfilada (LUO et ai, 1999; ASHANI et ai, 2003). Assim, um 
reativador eficiente deve possuir uma forma fosfilada instável, o que diminui a efici- 
ência das 4-piridínio-aldoximas (como 4-PAM, TMB-4 e obidoxima), cujas formas 
fosfiladas se degradam mais lentamente do que as das 2-piridínio-aldoximas (WO- 
REK et ai, 2000; ASHANI et ai, 2003). Todavia, a capacidade que o plasma do 
sangue humano possui de decompor oximas fosfiladas atenua este efeito negativo 
(KIDERLEN et ai, 2000). A eficiência de uma oxima, portanto, é função da nucleofi- 
licidade do oximato e da taxa de decaimento da fosfil-oxima (EYER & WOREK, 
2007). 
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FIG. 2.12 - Mecanismo de reativação pelas oximas da AChE fosfilada 
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Modelos estruturais para o mecanismo de ação e as diferenças entre as oximas 
têm sido propostos (ASHANI et ai, 1995; WONG et al, 2000; EKSTRÕM et aí., 
2006a; EKSTRÕM et ai, 2007; WOREK et ai, 2007). Sabe-se que uma orientação 
adequada de ligação fosforila dentro do sítio ativo da AChE é necessária tanto para 
a inibição quanto para a reativação eficientes da enzima; entretanto, a orientação 
das oximas e os seus ângulos de ataque são diferentes (WONG et ai, 2000). Mui- 
tas novas oximas têm sido sintetizadas, avaliando-se suas capacidades de reativar a 
AChE inibida por neurotóxicos (LUCIC et ai, 1997; PANG et ai, 2003; KIM et ai, 
2005; KUCA et ai, 2005; CALIC et ai, 2006; KUCA et al, 2006a; VRDOLJAK et ai, 
2006; KASSA & KARASOVA, 2007; KUCA et ai, 2007; MUSILEK et ai, 2007; MU- 
SILEK et ai, 2007a; ACHARYA et ai, 2008; JUN et ai, 2008; KASSA et ai, 2008). 
Há evidências de que pelo menos algumas oximas (principalmente o HI-6 e o HLõ-7) 
também atuem no tratamento de intoxicações por neurotóxicos por intermédio de 
efeitos farmacológicos diretos, não ligados à reativação da AChE. Porém, o meca- 
nismo destes efeitos ainda não é bem compreendido (VAN HELDEN et ai, 1996; 
JOKANOVIC & STOJILJKOVIC, 2006; TONKOPII, 2008). As oximas podem se ligar 
diretamente ao sítio ativo ou ao sítio aniônico periférico da AChE, atuando como um 
inibidor reversível e impedindo a interação da enzima com os organofosforados. 
Embora este efeito tenha sido bem documentado em estudos in vitro, ainda não foi 
devidamente avaliado em termos de toxicologia experimental (JOKANOVIC & STO- 
JILJKOVIC, 2006). 

Vários fatores podem causar a ineficácia de uma oxima no tratamento de enve- 
nenamentos por organofosforados. É possível, por exemplo, que efeitos estéricos 
ou eletrônicos resultem em baixas taxas de reativação, o que ocorre particularmente 
com os fosforoamidatos como o tabun; um estudo recente demonstrou a importância 
dos efeitos estéricos na resistência de sarin, ciclosarin, VX e VR a diversas oximas 
(MAXWELL et ai, 2008). Pode acontecer também que a taxa de reinibição da AChE 
pelos organofosforados seja maior do que a de reativação, em virtude da dose em- 
pregada da oxima ser muita baixa. A concentração ótima da oxima pode não ser 
mantida pelo tempo necessário, interrompendo-se o tratamento cedo demais. Por 
fim, como já citado, a reinibição da AChE por oximas fosfiladas estáveis reduz a efi- 
ciência do antídoto. O regime de tratamento com oximas deve ser rigorosamente 
cumprido a fim de maximizar os efeitos do antídoto, embora ainda haja muitas dúvi- 
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das sobre qual seria exatamente o regime adequado em certas ocasiões (para uma 
revisão sobre o assunto, veja EYER, 2003). Atualmente, ainda há discussões até 
sobre a necessidade de administração de oximas a vítimas de intoxicação por orga- 
nofosforados (EDDLESTON et al., 2008; HMOUDA eia/., 2008; EDDLESTON et al., 
2008a). 

Os estudos realizados mostram que, para ser um reativador eficiente, um com- 
posto deve satisfazer algumas propriedades estruturais: ele deve possuir um átomo 
de nitrogênio quaternário, que direciona a molécula ao sítio ativo, interagindo com o 
subsítio aniônico (KASSA, 2002). Além disto, o comprimento e a rigidez da cadeia 
que liga os anéis piridínio devem ser adequados à ação contra o neurotóxico em 
questão. Por fim, a molécula do antídoto deve possuir um ou mais grupos oxima 
devidamente posicionados (KUCA et al, 2006b). Porém, até onde seja de nosso co- 
nhecimento, ainda não está explicada a razão da obrigatoriedade de um grupo oxi- 
ma, uma vez que a reativação envolve uma simples reação nucleofílica (FIG. 2.12). 

Oximas e oximatos são nucleófilos a, isto é, são moléculas que possuem um ou 
mais pares isolados de elétrons em uma posição a ao centro nucleofílico. Os nucle- 
ófilos a possuem uma reatividade maior do que a esperada, tomando-se por base os 
seus pK a ; a este fenômeno, denomina-se efeito a (MARCH, 1992; TARKKA & BUN- 
CEL, 1995). As origens desta alta reatividade ainda não são bem compreendidas, e 
diversas hipóteses já foram apresentadas como possíveis razões para o efeito a, 
como por exemplo: 

a) o estado fundamental do nucleófilo seria desestabilizado pela repulsão entre 
os pares adjacentes de elétrons; 

b) o estado de transição da reação nucleofílica seria estabilizado pelo par extra 
de elétrons; 

c) o par eletrônico isolado na posição a reduziria a solvatação do nucleófilo, dei- 
xando-o mais acessível para a reação. 

O mais provável é que o efeito a seja devido a uma combinação de todas estas 
hipóteses, em maior ou menor grau, possivelmente associadas a outros fatores ain- 
da não determinados (MARCH, 1992; TARKKA & BUNCEL, 1995; BUNCEL & UM, 
2004; PATTERSON & FOUNTAIN, 2006; TERRIER et al., 2006; REN & YAMATAKA; 
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2007). O efeito a desempenha um papel preponderante na química dos oximatos; 
em virtude dele, nem sempre a nucleofilicidade destes ânions aumenta com a basi- 
cidade, estabilizando-se a partir de um dado pK a (BUNCEL etal., 2002; TERRIER et 
ai, 2006). 

A questão da necessidade de uma oxima como reativador da AChE, portanto, 
passa pela questão da necessidade de um efeito a nesta reação. Todos os reativa- 
dores da AChE inibida por neurotóxicos devem apresentar efeito a? Nucleófilos a 
que não sejam oximas podem ser empregados como reativadores? Se não, por 
quê? Se sim, quais seriam então os reativadores mais eficientes? 

Em prosseguimento aos trabalhos com antídotos contra agentes neurotóxicos de 
guerra química realizados no IME (CASTRO & FIGUEROA-VILLAR, 2002; SILVA et 
ai, 2005; GONÇALVES et ai, 2006), os esforços desta tese foram focados em ten- 
tativas de se responder a estas questões, na expectativa de que tal conhecimento 
permita o projeto de novos e mais eficientes reativadores da AChE inibida por gases 
dos nervos. 
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3 MÉTODOS 


Em termos gerais, esta tese desenvolveu-se em duas linhas de ação paralelas. 
Uma delas consistiu na modelagem das reações nucleofílicas entre um análogo da 
serina ligado ao inseticida paraoxon e diversas oximas (algumas das quais recente- 
mente sintetizadas no IME), simulando a reativação da AChE por estes compostos. 
A outra linha consistiu no estudo da reação não-enzimática entre um análogo da se- 
rina inibido por sarin e diferentes nucleófilos. A descrição dos procedimentos adota- 
dos nestas duas linhas será feita a seguir. Ao final desta Seção, os métodos compu- 
tacionais empregados serão brevemente discutidos. 


3.1 MODELAGEM DA REATIVAÇÃO PELAS NOVAS OXIMAS 


Diversas novas oximas foram recentemente sintetizadas no IME. A fim de avali- 
ar-se o seu potencial de reativação da AChE inibida por neurotóxicos, foi feita a mo- 
delagem da reação entre estas oximas e um análogo da serina inibido pelo parao- 
xon, um organofosforado utilizado como inseticida. O objetivo desta modelagem 
consistiu em obter perfis energéticos teóricos destas reações, os quais seriam com- 
parados com dados experimentais obtidos em nosso grupo de pesquisa. A estrutura 
do paraoxon está representada na FIG. 3.1. Na inibição da AChE pelo paraoxon, o 
grupo de saída é o p-nitro-fenóxido, gerando um complexo dietilfosforil-AChE (THI- 
ERMANN et ai, 2007). 



FIG. 3.1 - Estrutura do paraoxon 
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Desejou-se trabalhar com um análogo da serina com grupos volumosos ligados 
à amina e à carbonila, simulando grosseiramente o volume da enzima. Inicialmente, 
as simulações foram feitas empregando-se como análogo o éster metílico da N- 
trifenilmetano L-serina, cuja estrutura está representada na FIG. 3.2a. Entretanto, o 
grande tamanho do sistema deste análogo inibido por paraoxon dificultou as minimi- 
zações por DFT, e a sua elevada variabilidade conformacional não permitiu a obten- 
ção de um caminho de reação quimicamente razoável, mesmo por métodos semi- 
empíricos. Por esta razão, optou-se por simplificar o sistema, empregando-se como 
análogo o éster metílico da L-serina N-acetilada, representado na FIG. 3.2b. 



a b 

FIG. 3.2 - Estruturas dos análogos da serina utilizados: a) éster metílico da N- 
trifenilmetano L-serina; b) éster metílico da L-serina N-acetilada 


Uma análise conformacional simplificada dos análogos da Fig. 3.2 ligados ao pa- 
raoxon foi realizada por dinâmica molecular, com o auxílio do programa GROMACS, 
versão 3.2.1 (BERENDSEN et ai, 1995; LINDAHL et ai, 2001). A técnica emprega- 
da consistiu em realizar uma simulação de dinâmica molecular a uma temperatura 
muito alta e fisicamente não-realista (1273 K, em nosso caso). A energia cinética 
adicional do sistema permite a ele varrer uma parte maior da sua superfície de ener- 
gia, dificultando com que ele fique preso em uma região localizada do espaço con- 
formacional. Após a simulação, podem ser selecionadas estruturas a intervalos re- 
gulares da trajetória, para posterior minimização (LEACFI, 2001). Com esta finalida- 
de, os análogos foram submetidos ao seguinte protocolo: 
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1) Parametrização da molécula para emprego do GROMACS nas etapas poste- 
riores, por intermédio do servidor PRODRG (SCHÜTTELKOPF & VAN AALTEN, 
2004), disponível no endereço http://davapd.bioch.dundee.ac.uk/prodrg / ; 

2) colocação da molécula em uma caixa d’água; 

3) minimização do sistema por “steepest descent”, até 100,0 kcal/(mol.nm); 

4) minimização do sistema por gradientes conjugados, até 1,0 kcal/(mol.nm) (ou 
até a precisão máxima da máquina, o que ocorreu na maioria das vezes); 

5) dinâmica molecular somente das moléculas de água por 100 ps (2 x 10 5 pas- 
sos de 0,5 fs), a 1 273 K, para equilibrar o sistema; e 

6) dinâmica molecular de todo o sistema por 1 ns (2 x 10 6 passos de 0,5 fs), a 
1273 K. 

Em todas as minimizações e dinâmicas acima descritas, foi utilizado o campo de 
forças GROMACS, o qual é uma versão modificada do GROMOS-87 (VAN DER 
SPOEL et ai, 2004,). Os cálculos foram executados em um “cluster” composto por 
um PC Pentium IV 2.4 GHz e quatro PC Pentium 2600 MHz. Foi verificado que a 
energia total e a temperatura se mantiveram praticamente constantes ao longo das 
dinâmicas, como esperado. Após o protocolo, as estruturas obtidas a cada 10 ps 
foram minimizadas por “steepest descent” e por gradientes conjugados, obtendo-se 
um total de 101 conformações; a de menor energia foi retirada da caixa d’água e 
posteriormente utilizada nos estudos de reativação por oximas. Evidentemente, não 
há como garantir que a conformação obtida corresponda de fato ao mínimo global 
da superfície de energia, nem que seja a que efetivamente tome parte da reação. 

A partir da conformação do éster metílico da L-serina N-acetilada inibida por pa- 
raoxon, obtida pelo protocolo anterior, foram feitas tentativas de obtenção dos cami- 
nhos de reação para sua reativação por diferentes oximas, mostradas na FIG. 3.3. 
A deaza-PAM, a E-2-tiofenil-aldoxima e a E-2-furanil-aldoxima são oximas recente- 
mente sintetizadas em nosso grupo de pesquisa, enquanto que a 2-PAM é larga- 
mente empregada como reativador da AChE, como visto na Seção 2. Testes feitos 
em nosso grupo de pesquisa mostram que a deaza-PAM e a E-2-furanil-aldoxima 
são reativadores pobres da AChE, enquanto que a E-2-tiofenil-aldoxima mostrou re- 
sultados promissores: in vitro, ela mostrou um potencial de reativação de mais de 
90% de AChE inibida, superior mesmo ao da 2-PAM (RIBEIRO e FIGUEROA- 
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VILLAR, dados a serem publicados). Por este motivo, decidiu-se modelar as rea- 
ções de reativação por estas oximas, a fim de avaliar-se a razão desta diferença de 
comportamento, e modelar-se também a reativação pela 2-PAM, que serviria como 
um padrão de referência. 

Para cada uma destas, tentou-se modelar um caminho de reação com significa- 
do químico, obtendo-se estruturas razoáveis para mínimos (reagentes, intermediá- 
rios e produtos) e pontos de sela de I a ordem (estados de transição) situados na su- 
perfície de energia potencial. Em cada caso, comprovou-se que os estados de tran- 
sição conectam os mínimos correspondentes por intermédio de cálculos de IRC 
(FUKUI, 1981; LEACH, 2001; JENSEN, 2007), utilizando-se o algoritmo desenvolvi- 
do por Gonzalez e Schlegel (GONZALEZ & SCHLEGEL, 1990). Os cálculos foram 
feitos com o modelo semi-empírico AM1 (DEWAR et ai, 1985; LEACH, 2001; JEN- 
SEN, 2007) e com o modelo constituído pelo funcional de densidade híbrido MPW1 K 
(LYNCH et ai, 2000; LYNCH & TRUHLAR, 2001) com o conjunto de bases MIDI! 
(EASTON et ai, 1996), combinação esta que usualmente fornece, a um custo com- 
putacional razoável, bons resultados para cálculos com compostos organofosforados 
(SECKUTÉ et ai, 2005). Cargas atômicas foram calculadas por intermédio de análi- 
se NBO (“Natural Bond Orbital”) de Reed e colaboradores (REED et ai, 1988), e as 
ordens de ligação foram consideradas como sendo os índices de ligação de Wiberg 
correspondentes (WIBERG, 1968; MAYER, 1983). Nas modelagens bem sucedidas, 
perfis energéticos foram obtidos calculando-se, para cada ponto estacionário encon- 
trado, as energias eletrônicas no vácuo, sem e com correção de energia do ponto 
zero (“zero point energy” - ZPE), a energia livre de Gibbs no vácuo e a energia cal- 
culada com o modelo implícito de solvente PCM (“polarizable continuum model”) em 
água, aplicado às estruturas minimizadas no vácuo (veja a discussão na Seção 3.2). 
Todos os cálculos descritos neste parágrafo foram feitos utilizando-se o pacote 
Gaussian 03 (FRISCH et ai, 2004), e as estruturas foram visualizadas com o auxílio 
do programa GaussView 4 (DENNINGTON II et ai, 2007). O computador utilizado 
foi um Intel Xeon Quad Core X3210 2.13 GHz, com 4 Gb de memória. 
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2-PAM 


Deaza-PAM 

(E-o-toluil-benzaldoxima) 



E-2-tiofenil-aldoxima E-2-furanil-aldoxima 

FIG. 3.3 - Estruturas das oximas utilizadas na modelagem da reativação do éster metíli- 

co da L-serina N-acetilada 


3.2 ESTUDO DA REATIVAÇÃO NÃO-ENZIMÁTICA POR DIFERENTES NUCLEÓ- 
FILOS 


Em uma tentativa de melhor compreender a necessidade de grupos oxima para 
a reativação da AChE inibida por organofosforados, foram realizadas simulações da 
reação não-enzimática da AChE inibida por um análogo do sarin com outros nucleó- 
filos. Para tanto, foi adotada uma metodologia semelhante à utilizada por Wang e 
colaboradores, em suas modelagens da inibição por um análogo do sarin (WANG et 
ai, 2006) e da reativação por formoximato (WANG et ai, 2007). 

Inicialmente, a fim de estabelecer um padrão de referência para as modelagens 
posteriores, reproduziu-se a modelagem da reativação executado pelo grupo de 
Wang (WANG et ai, 2007). As estruturas do formoximato e do aduto serina-análogo 
do sarin estão representadas na FIG. 3.4. Os mesmos procedimentos descritos no 
trabalho em questão foram seguidos, empregando-se o funcional de densidade hí- 
brido B3LYP (STEPHENS et ai, 1994) e o conjunto de bases 6-311G(d,p) (KRISH- 
NAN et ai, 1980; LEACFI, 2001; JENSEN, 2007). Os cálculos das freqüências vi- 



bracionais comprovaram a condição de mínimo ou ponto de sela de I a ordem para 
os intermediários e estados de transição encontrados, respectivamente. A análise 
por IRC comprovou que cada estado de transição conectava os intermediários cor- 
respondentes. Os cálculos de “single-point energy” foram realizados no vácuo e em 
modelo implícito de solvente; neste último caso, o modelo contínuo polarizável (“po- 
larizable continuum model” - PCM) desenvolvido pelo grupo de Tomasi e implemen- 
tado no pacote Gaussian 03 (COSSI etal., 1996; CANCÈS et ai, 1997; MENNUCCI 
& TOMASI, 1997; COSSI et ai, 1998; COSSI et ai, 2002), com constante dielétrica 
igual a 78,39 (equivalente à água) foi aplicado às estruturas minimizadas no vácuo, 
a fim de se avaliar os efeitos da solvatação na superfície de energia potencial. Este 
procedimento se justifica, uma vez que diversos trabalhos mostraram que, na grande 
maioria das vezes, há poucas diferenças entre as geometrias de um composto no 
vácuo ou em solução; geralmente, apenas os perfis energéticos nessas situações 
apresentam diferenças consideráveis. Deste modo, o uso de estruturas minimizadas 
no vácuo (ou em fase gasosa) com correções de energia em solução gera superfí- 
cies de energia potencial muito similares às obtidas por minimização em solução 
(FLORIÁN & WARSHEL, 1998; SECKUTÉ et ai, 2005). Como antes, as cargas a- 
tômicas foram calculadas com o auxílio da análise NBO (REED et ai, 1988), e as 
ordens de ligação foram consideradas como sendo os índices de ligação de Wiberg 
correspondentes (WIBERG, 1968; MAYER, 1983). 
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FIG. 3.4 - Estruturas do formoximato e do aduto serina-análogo do sarin 
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O trabalho de Wang e colaboradores foi reproduzido com excelente precisão: 
em relação aos dados apresentados no artigo (WANG et ai, 2007), os comprimen- 
tos de ligação foram reproduzidos com precisão de 0,001 À, e as diferenças de e- 
nergia em relação ao mínimo denominado INT1 foram reproduzidas com erro máxi- 
mo de 0,2 kcal/mol (é dever de justiça agradecer a colaboração do Dr. Jerzy 
Leszczynski, um dos autores para correspondência do artigo, que gentilmente forne- 
ceu as coordenadas do estado de transição denominado TS2). Assim, empregou-se 
uma metodologia idêntica para simular as reações do mesmo aduto serina-análogo 
do sarin com diferentes nucleófilos, modificando-se átomos que permitissem uma 
avaliação da importância do efeito a para a reativação da serina inibida, bem como 
de eventuais outras características que pudessem explicar a razão da eficácia das 
oximas como reativadores. Foram usados como nucleófilos, no lugar do formoxima- 
to, as moléculas representadas na FIG. 3.5. A fim de permitir uma comparação com 
os resultados obtidos pelo grupo de Wang, foram utilizadas as mesmas condições 
para a simulação das reações: funcional de densidade B3LYP, conjunto de gases 6- 
31 1 G(d,p), cálculos de “single-point energy” no vácuo e com modelo implícito de sol- 
vente (PCM, solvente água com constante dielétrica 78,39) e cálculos de energia li- 
vre de Gibbs no vácuo. Cálculos de energia eletrônica no vácuo foram feitos sem e 
com correção de energia do ponto zero (“zero point energy” - ZPE). 
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FIG. 3.5 - Estruturas dos nucleófilos empregados nas simulações da reativação do aduto 

serina-análogo do sarin 
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Por fim, utilizou-se a mesma metodologia para a modelagem da reativação do 
aduto serina-análogo do sarin pela formoxima em sua forma neutra, a fim de testar 
uma hipótese anteriormente levantada em nosso grupo de pesquisa (CASTRO & 
FIGUEROA-VILLAR, 2002): a possibilidade de que a forma ativa de uma oxima para 
a reativação da serina fosfilada seja a neutra, e não a desprotonada, como geral- 
mente aceito (ASHANI et ai, 1995). 

Todos os cálculos descritos nesta Seção foram executados com os algoritmos 
incluídos no pacote Gaussian 03W (FRISCH et ai, 2004), e as estruturas visualiza- 
das com o programa GaussView 4 (DENNINGTON II et ai, 2007). Para tanto, em- 
pregou-se um Intel Xeon Quad Core X3210 2.13 GHz, com 4 Gb de memória. 


3.3 MÉTODOS COMPUTACIONAIS EMPREGADOS 


3.3.1 O FUNCIONAL DE DENSIDADE B3LYP 


O funcional de densidade B3LYP (STEPHENS et ai, 1994) é um funcional híbri- 
do, isto é, é um modelo que inclui o cálculo exato da energia de troca (“exchange 
energy”). Ele combina o funcional híbrido de Becke com três parâmetros (BECKE, 
1993) com o funcional de correlação de Lee, Yang e Parr (LEE et al, 1988; MIEHLI- 
CH et al, 1989). O funcional original proposto por Becke (BECKE, 1993) previa a 
utilização do modelo PW91 como funcional de correlação; a proposta do funcional 
de Lee, Yang e Parr ocorreu posteriormente, gerando o funcional híbrido B3LYP. A 
expressão matemática deste funcional está representada na EQ. 3.1 (STEPHENS et 
ai, 1994). 


rBILYP 

h XC 


n \ t? LSDA , jjHF , A77B88 , , 7 LYP , n XJ7 VWN 

(I-gq )E X + a 0 E x + a x AE x + a c E c + (1 - a c )E c 


EQ. 3.1 


onde: e x I lyp energia de troca-correlação, calculada pelo funcional B3LYP; 
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E Lsm energia de troca calculada pela aproximação LSDA (“local spin 
density approximation”); 

e% f energia de troca exata, calculada pela teoria de Hartree-Fock; 

A£.f 88 correção proposta por Becke (BECKE, 1988) à energia de troca 

calculada pela aproximação LSDA; 

Eç yp energia de correlação calculada pelo funcional de Lee, Yang e 
Parr (LEE et ai, 1988); 

Eç WN expressão de correlação local de Vosko, Wilk e Nusair (VOSKO 
et ai, 1980); 

a 0 ,ci x ,a c parâmetros semi-empíricos respectivamente iguais a 0,20, 0,72 
e 0,81. 

É importante observar que existem diversas fórmulas utilizadas para o funcional 
de Vosko, Wilk e Nusair (VOSKO et ai, 1980), e a utilização de expressões diferen- 
tes resulta em energias bem distintas entre si (HERTWIG & KOCH, 1997). A versão 
do B3LYP implementada no pacote Gaussian 03W (FRISCH et ai, 2004) utiliza a 
denominada “expressão III” do trabalho de Vosko e colaboradores (VOSKO et ai, 
1980), a qual usualmente fornece resultados superiores do que os obtidos com a 
chamada “expressão V” (HERTWIG & KOCH, 1997). 

O B3LYP é um funcional que geralmente fornece resultados muito bons, a um 
custo computacional razoável (similar ao dos cálculos Hartree-Fock), embora possua 
as deficiências comuns a todos os funcionais de densidade, como por exemplo uma 
pobre descrição de interações fracas e uma superestimação de forças de ligação. 
Outras limitações do funcional estão na usualmente pobre modelagem de geometri- 
as de estados de transição e na tendência a subestimar barreiras de energia (LYN- 
CH & TRUHLAR, 2001 ; JENSEN, 2007). Tais deficiências devem ser consideradas 
na interpretação dos resultados obtidos. Apesar disto, o B3LYP ainda é um funcio- 
nal largamente utilizado. Neste trabalho, optou-se por utilizá-lo nas modelagens 
descritas na Seção 3.2, a fim de permitir uma comparação direta com os resultados 
obtidos pelo grupo de Wang (WANG etal., 2007). 
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3.3.2. O FUNCIONAL DE DENSIDADE MPW1K 


MPW1K é um acrônimo para “modified Perdew-Wang 1-parameter model for ki- 
netics”, que pode ser traduzido como modelo modificado de Perdew-Wang com 1 
parâmetro para cinética. Assim como o B3LYP, o MPW1K é um funcional híbrido, 
obtido por alteração de um parâmetro do funcional MPWPW91 . A expressão para o 
seu operador é dada pela EQ. 3.2 (LYNCH et ai, 2000). 


F=F h + X.F^ fe + (1 - X){F se + F° ce ) +F c 


EQ. 3.2 


onde: 


F 

F h 


pHFE 

f se 

pGCE 

F° 


X 


operador MPW1 K; 

operador de Hartree; 

operador de troca de Hartree-Fock; 

funcional de densidade local de troca da Slater; 

correção com gradiente para o funcional de troca; 

funcional total de correlação (incluindo as partes local e corrigida por 

gradiente); 

parâmetro empírico. X = 0,25 resulta no funcional MPWPW91, en- 
quanto que X = 0,428 resulta no funcional MPW1 K. 


O parâmetro X = 0,428 foi obtido a partir de um banco de dados de barreiras de 
energias e energias de reação. Em conseqüência, o MPW1K é geralmente bem 
mais acurado do que o MPWPW91 ou o B3LYP para a determinação de barreiras 
energéticas (LYNCH et ai, 2000). Comprovou-se também que o MPW1K é mais 
preciso na determinação de geometrias de estados de transição (LYNCH & TRU- 
HLAR, 2001). Apesar destas vantagens, o MPW1K nunca obteve a mesma popula- 
ridade do B3LYP. 

As modelagens descritas na Seção 3.1 deste trabalho foram empregadas com o 
funcional de densidade MPW1K. Esta escolha foi tomada com base nas vantagens 
acima descritas, e também nos resultados de um trabalho recente, que mostrou que 
a combinação deste funcional com o conjunto de bases MIDI! (ver Seção 3.3.5) for- 
nece bons resultados para o cálculo de energias e determinação de geometrias de 
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compostos organofosforados, a um custo computacional razoável (SECKUTÉ et ai, 
2005). 

3.3.3 O MÉTODO SEMI-EMPÍRICO AM1 


AM1 é um acrônimo para “Austin Model 1”, sendo um modelo semi-empírico de- 
senvolvido pelo grupo do Prof. Michael Dewar (DEWAR et ai, 1985). É uma evolu- 
ção direta do modelo denominado “Modified Neglect of Diatomic Overlap” (MNDO): a 
função de repulsão entre núcleos deste foi modificada pela adição de funções gaus- 
sianas, o que reduziu as excessivas repulsões interatômicas observadas no MNDO. 
Além disto, todo o modelo foi reparametrizado. Embora o AM1 constitua um avanço 
substancial sobre o MNDO, principalmente no que se refere a energias de ligações 
de hidrogênio e energias de ativação, ele ainda possui uma série de deficiências, 
envolvendo principalmente geometrias de ligações de hidrogênio (DEWAR et ai, 
1985; JENSEN, 2007). 

Nesta tese, o AM1 foi empregado apenas para fornecer geometrias iniciais para 
posterior minimização por MPW1K/MIDI! das estruturas mostradas na Seção 3.1. 
Tentativas de modelagem da reação de reativação do análogo da serina inibido por 
paraoxon por AM1 não forneceram bons perfis energéticos, como será discutido na 
Seção 4.2. 


3.3.4 O CONJUNTO DE BASES 6-31 1G(d,p) 


O conjunto de bases 6-311G(d,p), também conhecido como 6-31 1G**, foi de- 
senvolvido pelo grupo do Prof. John Pople, e teve por finalidade corrigir algumas de- 
ficiências observadas nas bases “double-split valence” anteriormente desenvolvidas 
por aquele grupo (KRISHNAN et ai, 1980). É um conjunto do tipo “triple-split valen- 
ce”, onde os orbitais da camada interna do átomo são representados por uma con- 
tração de seis gaussianas, enquanto cada orbital de valência é representado por três 
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contrações: uma com três primitivas, e as duas restantes com uma primitiva cada; 
além disto, funções de polarização (do tipo d para átomos pesados, e do tipo p para 
hidrogênio) são adicionadas para permitir uma maior flexibilidade, garantindo uma 
melhor descrição dos orbitais moleculares (KRISHNAN et ai, 1980; LEACH, 2001; 
JENSEN, 2007). 

O conjunto de bases 6-311G(d,p) ainda é largamente empregado. O grupo de 
Wang utilizou o método B3LYP/6-31 1G(d,p) para modelar a reativação da serina ini- 
bida por um análogo do sarin pelo formoximato (WANG et ai, 2007) e, por este mo- 
tivo, as modelagens descritas na Seção 3.2 foram executadas com este nível de cál- 
culo. 


3.3.5 O CONJUNTO DE BASES MIDI! 


MIDI! é um conjunto de bases mínimo (isto é, sem funções contraídas) desen- 
volvido pelo grupo do Prof. Donald Truhlar (EASTON et ai, 1996). Neste conjunto, 
funções de polarização d são adicionadas aos átomos N, O, F, P, S e Cl, mas não 
há funções de polarização nos átomos C e H. Este conjunto foi otimizado a partir de 
geometrias calculadas com níveis de cálculo superiores e, em conseqüência, geral- 
mente fornece bons resultados para geometrias e cargas de moléculas com átomos 
H, C, N, O, F, P, S e Cl, embora usualmente não dê bons resultados em termos de 
cálculos de energia. 

Como já mencionado, o método MPW1K/MIDI! geralmente fornece bons resulta- 
dos para compostos organofosforados, tanto em termos de geometrias quanto em 
termos de perfis energéticos (SECKUTÉ et ai, 2005) e, por este motivo, foi o méto- 
do empregado nas modelagens descritas na Seção 3.1 . 
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3.3.6 CALCULO DE CARGAS POR NBO 


Cargas atômicas não constituem um observável da Mecânica Quântica. De fato, 
não há sentido físico em “partir” a carga de um elétron entre dois ou mais núcleos. 
Os cálculos de cargas atômicas são realizados a partir de uma análise populacional 
da molécula. Cada método de análise populacional parte de premissas arbitrárias e, 
por esta razão, distribuições populacionais diferentes resultam em cargas atômicas 
diferente. O objetivo em calcular cargas atômicas está em obter uma visão qualitati- 
va da distribuição eletrônica do sistema, principalmente para fins comparativos; não 
há sentido em afirmar que uma dada distribuição seja matematicamente melhor do 
que a outra (LEACH, 2001 ; JENSEN, 2007). 

A denominada análise NBO (“Natural Bond Orbital analysis”) baseia-se nos 
chamados orbitais naturais localizados, que matematicamente são autovetores de 
blocos localizados da matriz de densidade, e que geometricamente são bem seme- 
lhantes aos orbitais previstos pela teoria da hibridização (REED et al, 1988). Esco- 
lheu-se esta análise populacional natural para o cálculo de cargas atômicas em vir- 
tude do grupo de Wang ter utilizado o mesmo método para a determinação de car- 
gas em seu trabalho (WANG et al., 2007), estando a análise NBO já implementada 
no pacote GAUSSIAN 03W (FRISCH et al., 2004). 

3.3.7 ORDENS DE LIGAÇÃO E COEFICIENTES DE WIBERG 


Assim como as cargas atômicas, as ordens de ligação também não são obser- 
váveis da Mecânica Quântica. Existem diversos modos de definir-se uma ordem de 
ligação a partir da matriz de densidade. Um destes modos baseia-se nos trabalhos 
de Wiberg (WIBERG, 1968) e de Mayer (MAYER, 1983), e define o chamado coefi- 
ciente de Wiberg, índice de Wiberg ou simplesmente ordem de ligação entre dois 
átomos. O primeiro destes trabalhos definiu uma ordem de ligação para cálculos 
semi-empíricos com o método CNDO ("Complete Neglect of Differential Overlap”). 
Posteriormente, Mayer generalizou este conceito para métodos ab initlo. 
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Analogamente ao caso das cargas atômicas, não há como estabelecer a priori 
se o coeficiente de Wiberg é uma aproximação mais ou menos adequada para a or- 
dem de ligação entre dois átomos. Neste trabalho, o índice de Wiberg entre dois 
átomos foi considerado como sendo a ordem de ligação entre eles, novamente se- 
guindo-se o procedimento adotado pelo grupo de Wang (WANG etal., 2007). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 


4.1 ESTEREOQUÍMICA DAS REAÇÕES NUCLEOFÍLICAS COM ORGANOFOS- 
FORADOS 


No início dos trabalhos desta tese, uma das primeiras questões levantadas refe- 
riu-se à posição correta do nucleófilo (inibidor ou antídoto) em relação ao composto 
organofosforado. Várias referências na literatura indicam que o nucleófilo deve se 
aproximar perpendicularmente à face trigonal do tetraedro centrado no átomo de 
fósforo que se situa do lado oposto ao grupo de saída (desconsiderando-se a possi- 
bilidade de eventuais pseudo-rotações). Assim, obtém-se um estado de transição 
e/ou um intermediário com uma estrutura de bipirâmide trigonal, no qual o nucleófilo 
e o grupo de saída ocupam as posições axiais (WESTFIEIMER, 1968; DEBRUIN et 
ai, 1989; THATCHER & KLUGER, 1989; SECKUTÉ et ai, 2005). 

A fim de corroborar esta hipótese, tentou-se obter caminhos de reação alternati- 
vos ao mecanismo de fosfonilação proposto por Wang e colaboradores (WANG et 
al., 2006). Assim, o caminho de reação A sugerido por aquele artigo (reação no vá- 
cuo do íon metóxido com um análogo do sarin, no qual o grupo isopropila foi substi- 
tuído por um grupo metila) foi inteiramente reproduzido, utilizando-se o nível de cál- 
culo B3LYP/ 6-311G(d,p). Posteriormente, tentou-se obter mínimos de energia e 
estados de transição correspondentes a ataques do metóxido pela face oposta à 
ligação P=0, empregando-se o mesmo método. A idéia original consistia em com- 
parar os perfis de energia destes caminhos alternativos com o perfil obtido por 
Wang, o que forneceria subsídios para corroborar ou rejeitar a hipótese de ataque 
nucleofílico pelo lado oposto ao grupo de saída. 

O resultado interessante obtido nesta etapa foi que não se conseguiu obter estes 
caminhos alternativos, uma vez que não foi encontrado nenhum mínimo que corres- 
pondesse à posição dos reagentes em um virtual ataque do metóxido pelo lado o- 
posto à dupla ligação P=0. Após a minimização, sempre era obtido um mínimo com 
um metóxido bastante deslocado, buscando um arranjo espacial onde se situasse 
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perpendicuiarmente à face oposta ao átomo de flúor (o grupo de saída do análogo 
do sarin). A FIG. 4.1 ilustra duas destas tentativas. 



FIG. 4.1 - Tentativas de modelagem de ataque nucleofílico do metóxido a um análogo do 
sarin. À esquerda: configurações iniciais das minimizações; à direita: resultados das 
minimizações (C em cinza, O em vermelho, N em azul, P em laranja e H em branco). 


Uma outra tentativa de modelagem foi feita, marcando-se o oxigênio do metóxi- 
do com O 18 . O resultado obtido está mostrado na FIG. 4.2. 

Estas tentativas mal-sucedidas de modelagem de ataque nucleofílico pela face 
oposta à dupla ligação não só mostram a inviabilidade deste mecanismo, como tam- 
bém indicam a alta probabilidade de um ataque pela face oposta ao grupo de saída, 
como proposto por vários autores (WESTFIEIMER, 1968; DEBRUIN et ai, 1989; 
TFIATCFIER & KLUGER, 1989; SECKUTÉ et ai, 2005). Por esta razão, todas as 
modelagens deste trabalho foram feitas por este mecanismo, o que, aliás, também 
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foi a linha seguida por Wang e colaboradores (WANG et ai, 2006; WANG et ai, 
2007; WANG et ai, 2008). 



► 


FIG. 4.2 - Tentativa de modelagem de ataque nucleofflico do metóxido, marcado com 
O 18 , a um análogo do sarin. O átomo marcado com o número 1 é o O 18 (C em cinza, O 
em vermelho, N em azul, P em laranja e H em branco) 



4.2 ESTUDO SOBRE A REATIVAÇÃO PELAS NOVAS OXIMAS 


As modelagens da reativação do complexo éster metílico da L-serina N- 
acetilada-paraoxon (doravante denominado análogo da serina - paraoxon) pela de- 
aza-PAM, pela E-2-tiofenil-aldoxima e pela E-2-furanil-aldoxima, novas oximas re- 
centemente sintetizadas no IME, foram executadas como descrito na Seção 3.1. O 
mesmo protocolo foi empregado para a modelagem da reativação do mesmo com- 
plexo pela 2-PAM, a fim de servir como parâmetro de referência. O objetivo destas 
modelagens consistia em obter perfis de energia para estas reações, os quais pu- 
dessem ser comparados (ao menos qualitativamente) com dados experimentais de 
reativação da AChE inibida por paraoxon obtidos por nosso grupo de pesquisa. Es- 
tes experimentos sugerem que a E-2-tiofenil-aldoxima pode ser um antídoto mais 
eficiente do que a 2-PAM, enquanto que a deaza-PAM e a E-2-furanil-aldoxima a- 
presentam baixa eficácia como reativadores da HuAChE inibida por paraoxon (RI- 
BEIRO e FIGUEROA-VILLAR, dados a serem publicados). 
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Inicialmente, houve dificuldades na localização dos estados de transição da rea- 
tivação pela deaza-PAM por intermédio do modelo MPW1 K/MIDII. As estruturas e 
freqüências imaginárias obtidas pela modelagem por AM1 tinham, aparentemente, 
mais sentido e razoabilidade química do que as obtidas por MPW1K: o ataque do 
nucleófilo e a eliminação do grupo de saída ocorriam em um ângulo de quase 180°, 
conforme pode ser visto na FIG. 4.3 para o caso da deaza-PAM. Por esta razão, 
optou-se por modelar os perfis energéticos das reações de reativação do complexo 
éster metíiico da L-serina N-acetilada-paraoxon pela deaza-PAM, pela E-2-tiofenil- 
aldoxima e pela 2-PAM (esta servindo como referência), utilizando-se o modelo se- 
mi-empírico AM1 . Por este procedimento, para cada oxima foram encontrados ape- 
nas dois estados de transição: o primeiro correspondendo à adição nucleofílica do 
reativador (ET1), e o segundo correspondendo à eliminação do grupo de saída, o 
análogo da serina (ET2). Em cada caso, os mínimos da superfície de energia po- 
tencial correspondentes aos reagentes, intermediários e produtos (denominados 
INT) foram determinados por combinação de técnicas de minimização e IRC, em- 
pregando-se o modelo semi-empírico AM1. Os perfis de energia assim obtidos, no 
vácuo e na água, estão representados na FIG. 4.4. 




■y. 

•* f 

-Hl 


>• 





ET1 ET2 

FIG. 4.3 - Modelos dos estados de transição da reação entre a deaza-PAM e o complexo 
análogo da serina - paraoxon, obtidos por AM1. A estrutura da esquerda corresponde 
ao estado de transição da adição nucleofílica da oxima (ET1), enquanto que a da direita 
corresponde ao estado de transição da eliminação do grupo de saída (ET2). C em cinza, 
O em vermelho, N em azul, P em laranja e H em branco. 
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FIG. 4.4 - Perfis de reativação do análogo da serina inibido por paraoxon, no vácuo e na 
água, pela deaza-PAM (A), pela E-2-tiofenil-aldoxima (B) e pela 2-PAM (C), obtidos por 

AM1. 
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A análise dos gráficos da FIG 4.4 revela algumas incongruências. Inicialmente, 
os perfis das reativações pela deaza-PAM e pela E-2-tiofenil-aldoxima são pratica- 
mente idênticos no vácuo e na água, um resultado inesperado e incompatível com a 
termodinâmica das reações conhecidas. Além disto, as diferenças relativas de e- 
nergia nas reativações por estas oximas são quase iguais. Por outro lado, os perfis 
para a 2-PAM são bem diferentes na segunda etapa, mas esta apresenta uma ener- 
gia de ativação de aproximadamente 79,0 kcal/mol no vácuo e 50,0 kcal/mol na á- 
gua. Estes valores são semelhantes aos obtidos para a deaza-PAM e para a E-2- 
tiofenil-aldoxima (cerca de 45,0 kcal/mol no vácuo e 47,0 kcal/mol na água) para a 
reação em solvente, mas não no vácuo. Uma vez que os dados experimentais indi- 
cam que a E-2-tiofenil-aldoxima é a oxima de maior eficácia para a reativação in vitro 
da HuAChE, seguida pela 2-PAM, e que a deaza-PAM praticamente não reativa a 
enzima, concluímos que a modelagem dos perfis energéticos por AM1 não seria a 
mais adequada para as reações em questão. 

Em uma tentativa de se obter perfis energéticos mais precisos, foram realizados 
cálculos de “single point energy”, por MP2 e por DFT, nas estruturas dos mínimos e 
dos estados de transição da reação de reativação pela E-2-tiofenil-aldoxima obtidas 
por AM1. Entretanto, os cálculos de energia com os modelos MP2/6- 
31 1G(d,p)//AM1 , MP2/6-31 1 G+(d,p)//AM1 , MP2/6-31 1 G++(d,p)//AM1 e B3LYP/6- 
31 1G(d,p)//AM1 geraram resultados espúrios, resultando em perfis nos quais a e- 
nergia de um estado de transição era menor do que a de um dos mínimos adjacen- 
tes. Assim, conclui-se que as superfícies de energia para esta reação geradas por 
MP2, B3LYP e AM1 são muito diferentes entre si, impossibilitando o emprego (pelo 
menos para geometrias obtidas por AM1) da aproximação geralmente usada de se 
realizar cálculos de energia com um modelo mais sofisticado a partir de geometrias 
geradas por modelos mais simples. 

Os insucessos citados nos levaram a novas tentativas com o modelo 
MPW1K/MIDM, uma vez que o grupo de Seckuté registrou bons resultados do em- 
prego deste modelo a compostos organofosforados, a um custo computacional ra- 
zoável (SECKUTÉ etal., 2005). Assim, a partir das geometrias dos estados de tran- 
sição obtidas por AM1, minimizações adicionais foram realizadas por MPW1K/MIDM, 
obtendo-se novas estruturas para os ET. A partir destas, foram obtidas as estrutu- 
ras dos mínimos da superfície de energia por cálculos de IRC seguidos de minimiza- 
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ções. Os resultados alcançados com este procedimento foram encorajadores, e se- 
rão discutidos a seguir. 

A modelagem da reativação do análogo da serina - paraoxon pela E-2-tiofenil- 
aldoxima por MPW1 K/M I D I ! revelou a existência de um terceiro estado de transição, 
localizado entre os dois correspondentes ao ataque nucleofílico (ET1) e à eliminação 
do análogo da serina (ET2). Este novo estado de transição, denominado ETil 2, cor- 
responde à rotação de um dos grupos etoxila em torno do átomo de fósforo. Assim, 
os três estados de transição para a reativação do complexo pela E-2-tiofenil- 
aldoxima correspondem às seguintes etapas: 

I a ) ataque nucleofílico da oxima, que ocorre concomitantemente à rotação de 
um dos grupos etóxidos ligados ao átomo de fósforo (ET1, com freqüência imaginá- 
ria igual a 23i cm" 1 ); 

2 a ) rotação do segundo grupo etoxila (ETil 2, com freqüência imaginária igual a 
43i cm" 1 ); e 

3 a ) eliminação do grupo de saída (o análogo da serina), com um movimento 
concertado dos grupos etóxidos permitindo que o átomo de fósforo volte a assumir 
uma configuração tetraédrica (ET2, com freqüência imaginária igual a 48i cm" 1 ). 

As estruturas dos estados de transição e dos quatro mínimos de energia da su- 
perfície de energia potencial encontrados (correspondendo a reagentes, dois inter- 
mediários e produtos) estão representadas na FIG. 4.5, e as energias calculadas 
estão tabeladas na TAB. 4.1 . O primeiro mínimo (INT 1 ) representa as configurações 
e posições relativas dos reagentes no início do ataque nucleofílico da oxima ao aná- 
logo da serina-paraoxon, e é estabilizado por uma interação de van der Waals entre 

0 átomo de oxigênio 01 da oxima e o átomo de hidrogênio Hl do análogo: a análise 
por NBO revela que o índice de ligação de Wiberg é igual a 0,06 au, e a distância 
entre estes átomos é de 1 ,866 À. A distância entre os átomos P e 01 é de 3,1 1 2 À 
(índice de Wiberg 0,03 au), enquanto que o comprimento da ligação P-05 é 1 ,651 À 
(ordem de ligação 0,67 au). As cargas atômicas naturais calculadas para os átomos 

01 e 05 são iguais a -0,57 au e -0,81 au, respectivamente. 

O estado de transição relativo à etapa do ataque nucleofílico (ET1) possui uma 
energia similar à do INT1 (+0,1 kcal/mol sem ZPE, e -0,1 kcal/mol com ZPE, dado 
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este sem significado químico e que deve ser desprezado). Sua freqüência imaginá- 
ria é igual a 23i cm" 1 , e o modo vibracional correspondente mostra um ataque nucle- 
ofílico do oxigênio da E-2-tiofenil-aldoxima ao fósforo do análogo da serina fosfilado, 
sendo o ângulo 01-P-05 igual a 165,8°. Simultaneamente a este ataque, ocorre 
uma rotação do grupo etoxila em torno do átomo 03. As distâncias entre os átomos 
01 e P e entre P e 05 passam a ser de 2,987 À e 1 ,654 À, respectivamente, sendo 
os índices de Wiberg correspondentes iguais a 0,04 au e 0,66 au. As cargas atômi- 
cas naturais de 01 e 05 são de -0,57 au e - 0,81 au, iguais às de INT1. Todos es- 
tes dados mostram poucas diferenças entre INT1 e ET1 , devendo estar ambos muito 
próximos na superfície de energia potencial. 


TAB. 4.1 - Energias calculadas para os mínimos e estados de transição da reativação do 
análogo da serina - paraoxon pela E-2-tiofenil-aldoxima no nível MPW1K/MIDI! (em 

kcal/mol) 


Estruturas 

AE 

AE 

> 

O 

O 

AEpcm c 


(sem ZPE) a 

(com ZPE) a 

(298,15 K) b 


INT1 d 

0,0 

0,0 

0,0 

0,0 


(-2025,55154) 

(-2025,15916) 

(-2025,22959) 

(-2025,63518) 

ET1 

0,1 

-0,1 

1,0 

0,1 

INTM2 

-10,1 

-9,4 

-7,1 

-11,7 

ETM2 

-8,8 

-8,4 


-9,8 

INT2 

-13,2 

-12,0 

-8,7 

-14,0 

ET2 

15,4 

14,3 

16,8 

17,0 

INT3 

12,8 

11,9 

13,4 

13,3 


a) ZPE: “zero-point energy” (correção de energia do ponto zero) com fator de escala 0,9515, 
recomendado para o modelo MPW1 K/6-31 +G(d,p) (LYNCH & TRUHLAR, 2001; DATABASE OF 
FREQUENCY SCALING FACTORS FOR ELECTRONIC STRUCTURE METHODS, 2007). 


b) Energias livres calculadas com fator de escala 0,9515. 

c) Energias calculadas em modelo implícito de solvente PCM, como descrito na Seção 3.1. 

d) As diferenças de energia são relativas à energia da estrutura INT1 (cujo valor, em Hartrees, é 
dado entre parênteses). 
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FIG. 4.5 - Estruturas dos intermediários (INT) e dos estados de transição (ET) da super- 
fície de energia potencial da reativação do complexo análogo da serina - paraoxon pela 
E-2-tiofenil-aldoxima, obtidas por MPW1K/MIDI! (C em cinza, O em vermelho, N em 
azul, P em laranja, S em amarelo e H em branco). 
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Cálculos de IRC a partir de ET1 levam a um novo mínimo, designado INTil 2, 
com estrutura de bipirâmide trigonal em torno do átomo de fósforo. O grupo etoxila 
contendo o átomo 02 continua em uma posição orientada em direção à oxima, simi- 
lar às vistas em INT1 e ET1, enquanto que a etoxila contendo o átomo 03 assume 
uma orientação diferente, em virtude da rotação ocorrida no ataque nucleofílico. Isto 
leva à ruptura das interações de van der Waals entre 01 e Hl : o índice de Wiberg 
entre estes átomos, que era de 0,06 au em INT1 e 0,07 au em ET1, passa a ser de 
apenas 0,01 au em INTil 2. Este intermediário é 10,1 kcal/mol mais estável do que 
INT1 (9,4 kcal/mol com ZPE), e se caracteriza por mostrar indícios mais claros de 
formação e ruptura de ligações: a distância entre 01 e P reduz-se para 1,896 À, com 
índice de Wiberg igual a 0,39 au, enquanto que a distância entre P e 05 aumenta 
para 1 ,723 À, com índice de Wiberg de 0,57 au. As cargas atômicas naturais de 01 
e 05 são respectivamente iguais a - 0,59 au e - 0,82 au, praticamente idênticas aos 
valores de INT1 e ET1. É interessante observar que, em INTil 2, há uma rotação da 
E-2-tiofenil-aldoxima em relação a sua posição em INT1 e ET1. Um resultado seme- 
lhante já havia sido encontrado para a reativação por formoximato (WANG et ai, 
2007), e indica que a orientação da oxima é um fator importante da reação não- 
enzimática, não sendo apenas uma questão de posicionamento no interior da enzi- 
ma. Entretanto, nosso modelo não deixa claro o motivo para este posicionamento 
em particular. 

A segunda etapa da reação envolve o estado de transição ETil 2, cuja energia é 
8,8 kcal/mol mais baixa do que a de INT1 (8,4 kcal/mol com ZPE). Sua freqüência 
imaginária é igual a 43i cm" 1 , e possui um modo vibracional que corresponde a uma 
rotação do outro grupo etoxila em torno do átomo 02. Deste modo, esta etoxila a- 
fasta-se da oxima e se aproxima do análogo da serina. As ligações P-01 e P-05 
possuem comprimentos de 1,880 À e 1,739 À (índices de Wiberg iguais a 0,41 au e 
0,55 au, respectivamente), mostrando que a primeira está um pouco mais forte do 
que em INTil 2, enquanto que a segunda está um pouco mais fraca. As cargas atô- 
micas são iguais a - 0, 59 au em 01 e - 0,82 au em 05. 

Prosseguindo-se no caminho de reação, encontra-se o intermediário INT2, o 
qual é 13,2 kcal/mol mais estável do que INT1 (12,0 kcal/mol com ZPE). Este inter- 
mediário também possui estrutura de bipirâmide trigonal, e contém ligações P-01 e 
P-05 com comprimentos de 1,843 À e 1,746 À e índices de Wiberg de 0,44 au e 
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0,54 au, respectivamente. As cargas atômicas naturais em 01 e 05, por sua vez, 
são iguais a -0,59 au e -0,84 au. 

A última etapa da reação constitui-se na eliminação do análogo da serina como 
grupo de saída da substituição nucleofílica e envolve o estado de transição ET2, o 
qual possui energia 15,4 kcal/mol maior do que a de INT1 (14,3 kcal/mol com ZPE). 
ET2 possui uma freqüência imaginária de 48i cm" 1 , e seu modo vibracional caracteri- 
za a saída do análogo da serina. O ângulo 01-P-05 é igual a 166,4°. A ruptura da 
ligação P-05 é evidente: a distância entre estes átomos passa a ser de 2,628 À, 
com um índice de Wiberg de 0,08 au. Por outro lado, a ligação P-01 se encurta 
para 1 ,709 À, e seu índice de Wiberg aumenta para 0,58 au. A carga natural em 01 
é de -0,63 au, enquanto que 05 possui carga de -0,84 au. 

Por fim, após a eliminação do análogo da serina, obtém-se o mínimo na superfí- 
cie de energia potencial INT3 (os produtos da reação), que é 12,8 kcal/mol menos 
estável do que INT1 (1 1 ,9 kcal/mol com ZPE). A oxima fosfilada possui uma estrutu- 
ra tetraédrica levemente distorcida em torno do átomo de fósforo, como esperado. A 
distância entre os átomos P e 05 é de 3,561 À, e a ligação entre eles está totalmen- 
te rompida (índice de Wiberg de 0,01 au). A ligação P-01 tem comprimento 1 ,682 À 
e índice de Wiberg de 0,62 au. As cargas naturais em 01 e 05 são de - 0,63 au e 
de - 0,84 au, respectivamente. Isto mostra que há somente uma ligeira redistribui- 
ção de cargas entre estes dois átomos ao longo do processo. O mínimo INT3 é es- 
tabilizado por interações de van der Waals entre o átomo 05 e os dois átomos de 
hidrogênio mais próximos dele (1,969 À e 1,833 À, com índices de Wiberg de 0,04 
au e 0,09 au, respectivamente), situados cada um em uma dos etoxilas. 

A fim de avaliar-se os efeitos da solvatação sobre a reação, foram calculadas as 
energias das estruturas minimizadas em fase gasosa em um modelo implícito (PCM) 
com água como solvente, como descrito na Seção 3.1. Os resultados obtidos tam- 
bém estão relacionados na TAB. 4.1 . 

A FIG. 4.6 representa graficamente os dados contidos na TAB. 4.1 . A análise de 
ambas mostra que, de acordo com o modelo proposto, a etapa determinante da rea- 
ção é a eliminação do análogo da serina, tanto em fase gasosa quanto em solução. 
A barreira de energia eletrônica desta etapa é de 28,6 kcal/mol (26,3 kcal/mol com 
ZPE) no vácuo, e de 31 ,0 kcal/mol em água. Esta maior energia de ativação calcu- 
lada para a reação em água deve-se provavelmente a deficiências do modelo de 
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solvatação utilizado; Wang e colaboradores acharam um resultado semelhante em 
sua simulação da reativação de serina fosfilada por sarin (WANG et al., 2007). A 
barreira de energia para esta etapa é bem superior às das demais: no vácuo, a pri- 
meira etapa apresenta uma barreira desprezível de 0,1 kcal/mol, enquanto que a 
segunda etapa possui uma barreira de apenas 1,3 kcal/mol. A 298,15 K e a 1 atm 
de pressão, o modelo proposto prevê uma energia livre de ativação para a terceira 
etapa da reação (a determinante de velocidade) de 25,5 kcal/mol. Deve ser ressal- 
tado ainda que há poucas diferenças entre os perfis energéticos em água e no vá- 
cuo (com ou sem ZPE) obtidos, sugerindo que, para a reação não-enzimática, talvez 
não haja grandes diferenças entre os mecanismos da reação com e sem solvente. 
Porém, o alto custo computacional da modelagem desta reação com modelos explí- 
citos de solvente não nos permite uma melhor avaliação da importância que as mo- 
léculas de água possam ter para a reação. 


Reação no vácuo (sem ZPE) — 

Reação em água 

Reação no vácuo (com ZPE) 

AG (padrão) 



FIG. 4.6 - Perfil de reativação do análogo da serina inibido por paraoxon, no vácuo e na 
água, pela E-2-tiofenil-aldoxima, obtido por MPW1K/MIDI! 


Ao longo deste trabalho, apenas a modelagem da reativação pela E-2-tiofenil- 
aldoxima foi bem sucedida. As modelagens com as outras oximas (2-PAM, deaza- 
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PAM e E-2-furanil-aldoxima) não resultaram em modelos consistentes, provavelmen- 
te em virtude da alta variabilidade conformacional dessa moléculas, o que impediu a 
comparação com os resultados obtidos para e E-2-tiofenil-aldoxima. Trabalhos adi- 
cionais serão desenvolvidos com a finalidade de modelar estas reações. 


4.3 MODELAGEM DA REATIVAÇÃO NÃO-ENZIMÁTICA POR DIFERENTES NU- 
CLEÓFILOS 


A fim de melhor compreender a ação das oximas como reativadoras da AchE, 
possibilitando a proposta de novos antídotos, foram simuladas as reativações do 
aduto serina - análogo do sarin (ver FIG. 3.4) por vários nucleófilos diferentes. Para 
tanto, foi empregada a mesma metodologia usada por Wang e colaboradores em 
seu estudo de reativação pelo formoximato (WANG, 2007), a qual foi detalhada na 
Seção 3.2. Este trabalho foi reproduzido ao longo desta tese, a fim de permitir uma 
prática das técnicas descritas no artigo. Todos os resultados obtidos com o modelo 
B3LYP/6-31 1G(d,p) reportados por Wang e colaboradores, tanto em termos de ge- 
ometria como em termos de energia, foram reproduzidos com ótima precisão. O 
perfil energético da reativação pelo formoximato do aduto serina - análogo do sarin 
obtido pelo grupo de Wang (e reproduzido ao longo desta tese com uma diferença 
máxima de 0,2 kcal/mol) é mostrado na TAB. 4.2. É importante observar que, tanto 
nos cálculos com energia do ponto zero como nos cálculos de energia livre, Wang e 
colaboradores não utilizaram fatores de escala para correção dos resultados obtidos. 
Nesta tese, as energias do ponto zero foram calculadas com fator de escala 0,9877 
(ANDERSSON & UVDAL, 2005), e também estão relacionadas na TAB. 4.2. 

Uma descrição detalhada do modelo de reativação pelo formoximato proposto 
por Wang e colaboradores pode ser encontrada no artigo original (WANG et ai, 
2007). Em linhas gerais, a reação ocorre em três etapas: a primeira corresponde ao 
estado de transição ET1 (TS1 no artigo original), com freqüência imaginária 84i cm" 1 , 
e consiste no ataque nucleofílico da oxima ao aduto, concomitantemente a uma ro- 
tação do formoximato em torno aproximadamente do eixo que liga o átomo de oxi- 
gênio da oxima com o fósforo da serina fosfilada. A segunda (ET2 na TAB. 4.2, TS2 


87 



no artigo original) tem freqüência imaginária de 57i cm" 1 , sendo uma simples mudan- 
ça conformacional: a metoxila do análogo do sarin gira de modo a se orientar na di- 
reção da serina. Por fim, a terceira etapa (ET3 na TAB. 4.2, TS3 no artigo original) 
consiste na eliminação da serina, a qual se regenera, e possui freqüência imaginária 
de 84i cm" 1 . As estruturas dos mínimos (INT) e estados de transição (ET) encontra- 
dos pelo grupo de Wang e reproduzidos nesta tese estão representadas na FIG. 4.7. 


TAB. 4.2 - Energias para os mínimos e estados de transição da reativação do aduto seri- 
na - análogo do sarin pelo formoximato no nível B3LYP/6-311G(d,p) (em kcal/mol) 


Estruturas 

AE 

(sem ZPE) a 

AE 

(com ZPE) a 

AG° 

(298,15 K) b 

AEpcm c 

INT1 d 

0,0 

(-1177,66474) 

0,0 

(-1177,43974) 

(- 1177 , 44249 ) 

0,0 

(-1177,49186) 

(- 1177 , 49483 ) 

0,0 

(-1177,75676) 

ET1 

5,5 

5,7 ( 5 , 7 ) 

6,4 ( 6 , 4 ) 

4,1 

INT2 

0,8 

1,3 ( 1 , 3 ) 

2,8 ( 2 , 8 ) 

1,1 

ET2 

0,9 

1,2 ( 1 , 2 ) 

3,3 ( 3 , 3 ) 

2,8 

INT3 

- 0,1 

0,4 ( 0 , 4 ) 

1,8 ( 1 , 8 ) 

1,2 

ET3 

2,8 

2,3 ( 2 , 3 ) 

3,5 ( 3 , 4 ) 

7,1 

INT4 

-2,6 

-3,3 (- 3 , 3 ) 

-4,3 (- 4 , 1 ) 

2,8 


FONTE: WANG etal., 2007. 


a) ZPE: “zero-point energy” (correção de energia do ponto zero) sem fator de escala e com fator 
de escala 0,9877 (em itálico), recomendado para o modelo B3LYP/6-31 1G(d,p) (ANDERSSON & 
UVDAL, 2005). Os dados com fator de escala não foram obtidos por Wang e colaboradores. 

b) Energias livres calculadas sem e com fator de escala 0,9877 (em itálico). Os dados com fator 
de escala não foram obtidos por Wang e colaboradores. 

c) Energias calculadas em modelo implícito de solvente PCM, como descrito na Seção 3.2. 

d) As diferenças de energia são relativas à energia da estrutura INT1 (cujo valor, em Hartrees, é dado 
entre parênteses). 
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FIG. 4.7 - Estruturas dos mínimos (INT) e dos estados de transição (ET) da superfície 
de energia potencial da reativação do aduto serina - análogo do sarin pelo formoximato, 
obtidas por B3LYP/6-311G(d,p) (C em cinza, O em vermelho, N em azul, P em laranja e 

H em branco). 
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Empregando-se a mesma metodologia, foram modeladas as reações de reativa- 
ção do aduto serina - análogo com os nucleófilos representados na FIG. 3.5. Foi 
modelada também a reativação com a formoxima ao invés do formoximato, a fim de 
avaliar-se a possibilidade de reação com a oxima neutra, como anteriormente pro- 
posto (CASTRO & FIGUEROA-VILLAR, 2002). Os resultados obtidos serão discuti- 
dos a seguir. 


4.3.1 REATIVAÇÃO PELO ENOLATO H 2 C = CH - O 


A modelagem da reativação do aduto serina - análogo do sarin pelo enolato do 
acetaldeído (Fl 2 C=CH - O") mostra uma diferença em relação à reativação pelo for- 
moximato: enquanto o mecanismo de reativação deste envolve três etapas, a reati- 
vação por aquele ocorre em quatro. Os mínimos (INT_C) e os pontos de sela 
(ET_C) da superfície de energia potencial de nosso modelo para reativação pelo e- 
nolato são mostrados na FIG. 4.8, e as energias calculadas para estes pontos estão 
relacionadas na TAB. 4.3. Os estados de transição correspondem às seguintes eta- 
pas da reação: 

I a ) ataque nucleofílico do enolato ao aduto (ET_C_1, com freqüência imaginária 
de 73i cm" 1 2 3 4 ); 

2 a ) rotação da serina em relação ao análogo do sarin (ET_C_i12, cuja freqüência 
imaginária é 15i cm" 1 ); 

3 a ) rotação do grupo metoxila, orientando-se para a serina (ET_C_2, com fre- 
qüência imaginária igual a 72i cm" 1 ); e 

4 a ) eliminação da serina como grupo de saída (ET_C_3, com freqüência imagi- 
nária de 88i cm" 1 ). 
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FIG. 4.8 - Estruturas dos mínimos (INT_C) e dos estados de transição (ET_C) da super- 
fície de energia potencial da reativação do aduto serina - análogo do sarin pelo enolato 
do acetaldeído, obtidas por B3LYP/6-311G(d,p) (C em cinza, O em vermelho, N em azul, 

P em laranja e H em branco). 


Comparando-se os modelos propostos para a reativação pelo oximato e pelo 
enolato, observa-se que, na etapa inicial da reação com o primeiro (ET1 na FIG. 
4.7), ocorrem simultaneamente o ataque nucleofílico do oximato ao aduto e a rota- 
ção da serina em relação ao análogo do sarin. Na reativação pelo enolato, estes 
dois processos não são simultâneos: inicialmente, há o ataque nucleofílico do reati- 
vador ao aduto (ET_C_1 na FIG. 4.8), e só depois ocorre a rotação da serina. Ape- 
sar de diversas tentativas feitas, nós não tivemos sucesso em modelar um caminho 
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de reação para a reativação peio enolato com apenas três etapas. A fim de manter 
uma equivalência com a nomenclatura utilizada pelo grupo de Wang (WANG et ai, 
2007), utilizou-se a designação ET_C_i12 para o estado de transição corresponden- 
te à rotação da serina (i12 indicando um estado de transição situado entre os esta- 
dos de transição equivalentes às estruturas encontradas pelo grupo de Wang). Da 
mesma forma, o intermediário localizado entre os estados de transição ET_C_1 e 
ET_CJ12 foi designado INT_CJ12. 

O modelo proposto não deixa claro o porquê desta diferença entre os mecanis- 
mos do oximato e do enolato. Entretanto, a existência do estado de transição 
ET_C_i12 deve ser considerada com cautela, pois o baixo módulo de sua freqüência 
imaginária (1 5i cm" 1 ) não permite que ele seja considerado como bem caracterizado. 


TAB. 4.3 - Energias para os mínimos e estados de transição da reativação do aduto seri- 
na - análogo do sarin pelo enolato do acetaldeído no nível B3LYP/6-311G(d,p) (em 

kcal/mol) 


Estruturas 

AE 

(sem ZPE ) a 

AE 

(com ZPE) a 

AG° 

(298,15 K) b 

AEpcm c 

INT_C_1 d 

0,0 

(-1161,67025) 

0,0 

(-1161,43643) 

0,0 

(-1161,49056) 

0,0 

(-1161,75913) 

ETC1 

4,1 

4,2 

6,2 

4,8 

INTCJ12 

-1,4 

-0,3 

2,3 

4,1 

ETCJ12 

2,4 

3,1 

6,2 

6,8 

INT_C_2 

2,3 

3,2 

5,3 

5,6 

ETC2 

4,1 

4,6 

7,6 

8,0 

INT_C_3 

2,2 

2,9 

5,2 

5,5 

ET_C_3 

5,1 

5,0 

6,5 

11,2 

INT_C_4 

- 0,1 

-0,4 

-0,5 

6,4 


a) ZPE: “zero-point energy” (correção de energia do ponto zero) com fator de escala 0,9877, 


recomendado para o modelo B3LYP/6-31 1G(d,p) (ANDERSSON & UVDAL, 2005). 

b) Energias livres calculadas com fator de escala 0,9877. 

c) Energias calculadas em modelo implícito de solvente PCM, como descrito na Seção 3.2. 

d) As diferenças de energia são relativas à energia da estrutura INT_C_1 (cujo valor, em Hartre- 
es, é dado entre parênteses). 
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De acordo com o modelo proposto, a reação se inicia com o mínimo INT_C_1 
(FIG. 4.8), no qual o enolato se aproxima do aduto serina - análogo do sarin em 
uma orientação bem diferente daquela apresentada pelo formoximato (INT1 na FIG. 
4.7). De forma análoga à que ocorre com o mínimo INT1 da superfície de energia 
potencial da reação com formoximato, INT_C_1 também é estabilizado por intera- 
ções de van der Waals entre os átomos 01 e H2, embora de intensidade menor (ín- 
dice de Wiberg igual a 0,06 au, contra 0,1 1 au no caso do formoximato). Observa-se 
claramente que a ligação P-01 não está formada, uma vez que a distância entre 
estes átomos é de 3,81 1 À e o coeficiente de Wiberg entre eles é de apenas 0,01 
au. Por outro lado, a ligação P-04 possui comprimento de 1,650 À, e o índice de 
Wiberg entre estes átomos é igual a 0,65 au. As cargas atômicas naturais dos áto- 
mos 01 e 04 são ambas iguais a -0,84 au. Isto indica que a suposição levantada 
por Wang e colaboradores (WANG et ai, 2007) de que a forte interação entre o á- 
tomo de oxigênio do formoximato e um dos átomos de hidrogênio da metila do aduto 
poderia ser atribuída à carga negativa daquele (-0,67 au) deve ser incorreta; se a 
razão fosse esta, a interação entre estes átomos na reação com enolato deveria ser 
ainda maior, o que não é verdade pelo modelo proposto. 

O primeiro estado de transição (ET_C_1 na FIG. 4.8) corresponde ao ataque 
nucleofílico do enolato ao aduto, e possui uma energia 4,1 kcal/mol maior do que a 
de INT_C_1 na superfície de energia potencial (4,2 kcal/mol com ZPE). A freqüên- 
cia imaginária é igual a 73i cm" 1 , e seu modo vibracional mostra o ataque nucleofílico 
em uma orientação na qual o ângulo 01 -P-04 é igual a 163,6°. Nesta etapa da 
reação, o enolato sofre uma pronunciada rotação em relação a sua posição relativa 
em INT_1_C, semelhante à observada com o formoximato. Isto sugere que, de fato, 
a orientação do nucleófilo para a reativação da serina é importante não apenas para 
reações no fosso do sítio ativo da AChE, mas também para reações não- 
enzimáticas, corroborando a idéia do grupo de Wang (WANG et ai, 2007). Neste 
estado de transição, as distâncias entre os átomos P-01 e P-04 são de 2,754 À e 
1,685 À, sendo os respectivos coeficientes de Wiberg iguais a 0,07 au e 0,60 au. 
Como esperado, a interação entre os átomos P e 01 aumentou em relação a 
INT_C_1 , ao contrário do que ocorre entre P e 04. As cargas atômicas naturais em 
01 e 04 são respectivamente iguais a -0,87 au e -0,86 au. É interessante notar 
que, comparando-se as cargas naturais dos átomos P, 01 , 04, carbono ligado a P e 
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carbono ligado a 02 nas reativações por formoximato e enolato do acetaldeído, ob- 
servam-se diferenças significativas apenas entre as cargas de 01 nas duas situa- 
ções (-0,68 au no oximato, -0,87 au no enolato). Tal fato se repetiu em todas as 
etapas equivalentes das reativações com os dois nucleófilos. 

Seguindo-se a coordenada de reação intrínseca, encontra-se o intermediário 
INT_C_i12, com geometria de bipirâmide trigonal em torno do átomo de fósforo. O 
grupo metoxila permanece orientado em direção ao enolato. Este intermediário pos- 
sui uma energia 1,4 kcal/mol inferior à de INT_C_1 (apenas 0,3 kcal/mol com ZPE). 
Uma fraca ligação surge entre P e 01, com comprimento de 1,913 À e ordem de li- 
gação de 0,40 au. Da mesma forma, a ligação entre P e 04 se enfraquece: ela se 
alonga para 1 ,804 Á, e seu coeficiente de Wiberg reduz-se a 0,49 au. As cargas 
atômicas naturais de 01 e 04 são iguais a -0,82 au e -0,87 au. 

A partir de INT_CJ12, uma barreira de 3,8 kcal/mol deve ser superada para al- 
cançar-se o estado de transição ET_C_i12 (3,4 kcal/mol com ZPE). Este estado 
também apresenta estrutura de bipirâmide trigonal e tem uma freqüência imaginária 
de 15i cm" 1 , cujo modo vibracional mostra uma rotação da serina, a qual assume 
uma conformação aproximadamente perpendicular à anterior. Apesar do baixo mó- 
dulo da freqüência imaginária resultar em que este estado de transição não esteja 
bem caracterizado, deve-se considerar que a energia do intermediário INT_CJ12 é 
bem menor do que as dos estados ET_C_1 e ET_CJ12. Além disto, não consegui- 
mos modelar um caminho de reativação no qual um único estado de transição en- 
globasse simultaneamente o ataque nucleofílico e a rotação da serina, de modo se- 
melhante ao modelado para o formoximato. A razão para esta diferença de meca- 
nismos entre o oximato e o enolato, porém, não está clara em nosso modelo. Em 
ET_CJ12, as distâncias entre os átomos P-01 e P-04 são de 1,904 À e 1,825 À, 
com coeficientes de Wiberg respectivamente iguais a 0,40 au e 0,45 au. 01 possui 
uma carga atômica natural de -0,81 au, enquanto que a carga de 04 é de -0,88 au. 

Por IRC, conecta-se ET_C_i12 ao intermediário seguinte INT_C_2. Ambos es- 
tão muito próximos na superfície de energia potencial e, como esperado, possuem 
estruturas geométricas bem semelhantes. Os átomos P e 01 estão 1,906 À afasta- 
dos, e o coeficiente de Wiberg entre eles é de 0,40 au. Já a ligação P-04 possui 
um comprimento de 1 ,824 À e ordem de ligação igual a 0,46 au (observe a variação 
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desprezível destes dados ao comparar-se ET_CJ12 com INT_C_2). As cargas na- 
turais em 01 e 04 são -0,81 au e -0,88 au, respectivamente. 

Prosseguindo-se no caminho de reação, encontra-se o estado de transição 
ET_C_2, cuja energia é 1,8 kcal/mol maior do que a de INT_C_2 (1,4 kcal/mol com 
ZPE) e 4,1 kcal/mol maior do que a de INT_C_1 (4,6 kcal/mol com ZPE). Sua fre- 
qüência vibracional, de 72i cm" 1 , corresponde à rotação do grupo metoxila, até então 
orientado na direção do enolato e que passa a se orientar na direção da serina. Du- 
rante a rotação, a ligação P-01 encurta-se a 1 ,872 À (coeficiente de Wiberg de 0,44 
au), enquanto que a ligação P-04 se alonga para o mesmo comprimento (coeficien- 
te de Wiberg de 0,42 au). As cargas naturais de 01 e 04 são iguais a -0,80 au e 
-0,89 au, respectivamente. 

O intermediário seguinte (INT_C_3) se situa 1,9 kcal/mol abaixo de ET_C_2 na 
superfície de energia potencial (1,7 kcal/mol com ZPE). Sua geometria permanece 
sendo uma bipirâmide trigonal ao redor do átomo de fósforo. A ligação P-01 possui 
1 ,815 À de comprimento e coeficiente de Wiberg de 0,48 au, enquanto que a ligação 
P-04 tem comprimento de 1,914 À e coeficiente de Wiberg igual a 0,38 au. 01 e 
04 têm cargas atômicas naturais de, respectivamente, -0,80 au e -0,90 au. 

A etapa final da reação envolve o estado de transição ET_C_3, no qual a ligação 
P-04 se rompe e a serina é liberada. O modo vibracional de sua freqüência imagi- 
nária (88i cm" 1 ) mostra claramente a quebra desta ligação. ET_C_3 é 2,9 kcal/mol 
mais instável do que INT_C_3 (2,1 kcal/mol com ZPE). A distância entre os átomos 
P e 04 passa a ser de 2,456 À, com um coeficiente de Wiberg de 0,13 au. Simulta- 
neamente, a ligação P-01 encurta-se para 1,724 À, com ordem de ligação de 0,56 
au. O ângulo 01 -P-04 é igual a 166,8°. As cargas atômicas em 01 e 04 são i- 
guais a -0,81 au e -0,95 au, demonstrando um aumento considerável da carga atô- 
mica deste último átomo ao longo da reação, análogo ao observado na reativação 
pelo formoximato (WANG et ai, 2007). Após a última etapa, obtém-se a mistura de 
produtos representada pelo mínimo INT_C_4, cuja energia é praticamente idêntica à 
de INT_C_1 (-0,1 kcal/mol sem ZPE, -0,4 kcal/mol com ZPE). A ligação P-01 do 
enolato fosfilado (que possui geometria tetraédrica) tem um comprimento de 1,659 
À, com índice de ordem de ligação aumentado para 0,64 au. A distância entre os 
átomos P e 04 passa a ser de 3,797 À, e o coeficiente de Wiberg de 0,01 au indica 
a inexistência de ligação entre eles. INT_C_4 é estabilizado por fracas interações 
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de van der Waals entre 04 e os átomos de hidrogênio dos grupos metiia (distância 
de 1,927 À, coeficiente de Wiberg de 0,05 au) e metoxila (distância de 2,030 À, coe- 
ficiente de Wiberg de 0,03 au). As cargas atômicas naturais de 01 e 04 ao final do 
processo são respectivamente iguais a -0,80 au e -0,94 au. 

Os efeitos de solvatação foram avaliados por intermédio de cálculos de “single 
point energy” com PCM (água como solvente) nas geometrias otimizadas em fase 
gasosa, como descrito na Seção 3.2. Os valores de energia potencial obtidos com 
este modelo implícito de solvatação também estão tabelados na TAB. 4.3. Todos os 
dados desta tabela estão graficamente representados na FIG. 4.9. 


Reação no vácuo (sem ZPE) — 

— Reação em água 

Reação no vácuo (com ZPE) 

AG (padrão) 



FIG. 4.9 - Perfil de reativação do aduto serina - análogo do sarin, no vácuo e na água, 
pelo enolato do acetaldeído, obtido por B3LYP/6-311G(d,p). 

Considerando-se os dados de energia potencial, as etapas determinantes de 
velocidade seriam diferentes nas fases gasosa e aquosa, de acordo com nosso mo- 
delo. Em fase gasosa, ET_C_1 seria o estado de transição com maior barreira de 
energia eletrônica (4,1 kcal/mol sem ZPE e 4,2 kcal/mol com ZPE), enquanto que a 
maior barreira em fase aquosa seria apresentada por ET_C_3 (5,7 kcal/mol). Resul- 
tados análogos foram obtidos para a reativação pelo formoximato (WANG et ai, 
2007). A maior barreira de energia livre de Gibbs em fase gasosa, a 298,15 K e 1 
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atm, também corresponde à primeira etapa, sendo igual a 6,2 kcal/mol. Deve ser 
ressaltado, porém, que estes dados devem ser analisados de forma qualitativa: dife- 
renças inferiores a 1 ,0 kcal/mol, por exemplo, raramente são significativas. 


4.3.2 REATIVAÇÃO PELA PEROXILA H 3 C-0-0" 


A segunda reação modelada foi a reativação do aduto serina - análogo do sarin 
pela metil-peroxila (H 3 C-0-0). O mecanismo proposto, com quatro etapas, é bem 
semelhante ao da reação com enolato, e envolve os seguintes estados de transição: 

I o ) ataque nucleofílico da peroxila ao aduto (ET_0_1, com freqüência imaginária 
igual a 103i cm" 1 ); 

2 o ) rotação da serina em relação ao análogo do sarin (ET_0_i12, cuja freqüência 
imaginária é 8i cm" 1 ); 

3 o ) rotação do grupo metoxila, orientando-se para a serina (ET_0_2, com fre- 
qüência imaginária de 71 i cm" 1 ); e 

4 o ) eliminação da serina (ET_0_3, com freqüência imaginária de 78i cm" 1 ). 

De modo análogo à reação com 0 enolato, obteve-se um estado de transição 
(ET_OJ12) que, em princípio, não está bem caracterizado, devido ao baixo módulo 
de sua freqüência imaginária. As geometrias dos mínimos (INT_0) e dos pontos de 
sela (ET_0) da superfície de energia potencial da reação modelada estão represen- 
tados na FIG. 4.10. Os valores de energias calculados para estes pontos estão lis- 
tados na TAB. 4.4. No início da reação, a peroxila e 0 aduto assumem a configura- 
ção correspondente ao mínimo INT_0_1. A orientação da peroxila em relação ao 
aduto difere daquelas modeladas para 0 oximato e 0 enolato. Este mínimo é estabi- 
lizado por interações de van der Waals entre os átomos 01 e H2, que distam 1 ,884 
À entre si: 0 coeficiente de Wiberg entre eles é igual a 0,06 au. A distância entre P e 
01 é de 3,811 À, com um índice de Wiberg de 0,01 au, enquanto que P-05 possui 
um comprimento de 1 ,650 À, com índice de ligação de 0,65 au. As cargas atômicas 
naturais de 01 e 05 são iguais a -0,69 au e -0,84 au. 
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INT O 1 


ET O 1 


INT O i 1 2 




ET O i 1 2 





INT O 2 


ET O 2 






INT O 3 


ET O 3 


INT O 4 


FIG. 4.10 - Estruturas dos mínimos (INT_0) e dos estados de transição (ET_0) da su- 
perfície de energia potencial da reativação do aduto serina - análogo do sarin pela metil- 
peroxila, obtidas por B3LYP/6-311G(d,p) (C em cinza, O em vermelho, N em azul, P em 

laranja e H em branco). 
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TAB. 4.4 - Energias para os mínimos e estados de transição da reativação do aduto seri- 
na - análogo do sarin pela metil-peroxila no nível B3LYP/6-311G(d,p) (em kcal/mol) 


Estruturas 

AE 

AE 

> 

O 

O 

AEpcm c 


(sem ZPE) a 

(com ZPE) a 

(298,15 K) b 


INT_0_1 d 

0,0 

0,0 

0,0 

0,0 


(-1198,70574) 

(-1198,47308) 

(-1198,52592) 

(-1198,79704) 

ET_0_1 

4,3 

4,1 

4,8 

4,0 

INTOJ12 

-9,7 

-8,6 

-6,8 

-4,8 

ETOJ12 

-6,4 

-5,7 

-2,6 

-2,4 

INT_0_2 

-6,5 

-5,7 

-4,2 

-3,1 

ET0 2 

-6,4 

-5,7 

-3,4 

-2,8 

INT_0_3 

-7,8 

-7,1 

-6,0 

-4,1 

ET0 3 

-5,4 

-5,7 

-4,5 

0,8 

INT_0_4 

-9,8 

-10,3 

-11,7 

-2,4 


a) ZPE: “zero-point energy” (correção de energia do ponto zero) com fator de escala 0,9877, 
recomendado para o modelo B3LYP/6-31 1G(d,p) (ANDERSSON & UVDAL, 2005). 

b) Energias livres calculadas com fator de escala 0,9877. 

c) Energias calculadas em modelo implícito de solvente PCM, como descrito na Seção 3.2. 

d) As diferenças de energia são relativas à energia da estrutura INT_0_1 (cujo valor, em Hartre- 
es, é dado entre parênteses). 


No início da reação, a peroxila e o aduto assumem a configuração correspon- 
dente ao mínimo INT_0_1 . A orientação da peroxila em relação ao aduto difere da- 
quelas modeladas para o formoximato e o enolato do acetaldeído. Como nos casos 
anteriores, o mínimo é estabilizado por interações de van der Waals entre os átomos 
01 e H2, que distam 1,884 À entre si: o coeficiente de Wiberg entre eles é igual a 
0,06 au. A distância entre P e 01 é de 3,811 À, com um coeficiente de Wiberg de 
0,01 au, enquanto que a ligação P-05 possui um comprimento de 1,650 À e um ín- 
dice de ligação de 0,65 au. As cargas atômicas naturais de 01 e 05 são respecti- 
vamente iguais a -0,69 au e -0,84 au. 

A primeira etapa da reação consiste no ataque nucleofílico da peroxila ao aduto, 
passando pelo estado de transição ET_0_1 , cuja energia é 4,3 kcal/mol superior à 
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de INT_0_1 (4,1 kcal/mol com ZPE). Sua freqüência imaginária (103i cm" 1 ) equivale 
a um modo vibracional no qual a peroxila se aproxima do aduto de tal modo que, no 
estado de transição, o ângulo 01-P-05 é igual a 160,5°. A peroxila passa por uma 
pronunciada mudança de orientação, com uma rotação de cerca de 130° em torno 
da ligação 01-02. Novamente, isto sugere a importância da orientação correta do 
nucleófilo para a reativação não-enzimática (WANG etal., 2007). As ligações P-01 
e P-05 possuem comprimentos de 2,891 À e 1 ,683 À, respectivamente, com índices 
de Wiberg iguais a 0,07 au e 0,60 au. Os átomos 01 e 05 apresentam cargas natu- 
rais de -0,72 au e -0,86 au, respectivamente. 

A análise por IRC mostra que o intermediário seguinte corresponde à estrutura 
INT_OJ12, a qual é 9,7 kcal/mol mais estável do que INT_0_1 (8,6 kcal/mol com 
ZPE). O intermediário possui uma geometria de bipirâmide trigonal em torno do fós- 
foro, e a serina encontra-se orientada em uma posição aproximadamente paralela à 
ligação P-04. A ligação P-01 está bem mais forte neste intermediário: seu com- 
primento é de 1,858 À, e seu coeficiente de Wiberg é igual a 0,47 au. Por outro la- 
do, a ligação P-05 se alonga para 1,833 À, com um índice de Wiberg igual a 0,46 
au. Os átomos 01 e 05 possuem cargas atômicas naturais de, respectivamente, 
-0,60 au e -0,87 au. 

Uma barreira de 3,3 kcal/mol (2,9 kcal/mol com ZPE) deve ser superada para se 
atingir o estado de transição seguinte na superfície de energia potencial. ET_OJ12 
possui uma freqüência imaginária de 8i cm" 1 , cujo modo vibracional mostra uma ro- 
tação da serina em relação ao análogo do sarin. Como no caso do enolato, a consi- 
derável diferença entre as energias calculadas para INT_0_i12 e ET_OJ12 e a im- 
possibilidade de encontrar-se um estado de transição que envolvesse simultanea- 
mente o ataque nucleofílico e a rotação da serina nos levam a concluir que a reati- 
vação pela peroxila de fato envolve o estado ET_0_i12, apesar do baixo módulo de 
sua freqüência imaginária. As ligações P-01 e P-05 possuem, respectivamente, 
comprimentos de 1 ,852 À e 1 ,859 À, com índices de Wiberg de 0,48 au e 0,43 au. O 
átomo 01 tem carga igual a -0,60 au, enquanto que 05 tem carga de -0,88 au. 

O intermediário seguinte, INT_0_2, possui energia eletrônica praticamente igual 
à de ET_OJ12. As geometrias destes pontos estacionários são bem semelhantes, 
diferindo principalmente na orientação da serina. INT_0_2 também apresenta uma 
geometria de bipirâmide trigonal em torno do átomo de fósforo, e a serina encontra- 
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se em uma posição aproximadamente perpendicular à ligação P-04. A ligação P- 
01 tem 1,853 À de comprimento e um índice de Wiberg de 0,47 au, enquanto que 
P-05 mede 1 ,859 À, com índice de Wiberg de 0,43 au. As cargas naturais de 01 e 
05 são iguais a -0,60 au e -0,88 au. 

O estado de transição seguinte, ET_0_2, possui uma energia eletrônica apenas 
0,1 kcal/mol maior do que INT_0_2 (com ZPE, a diferença é nula). Aliás, ET_OJ12, 
INT_0_2 e ET_0_2 possuem energias eletrônicas praticamente idênticas no vácuo; 
suas energias livres padrão a 298,15 K, porém, são significativamente diferentes, 
como visto na TAB. 4.4, o que sugere que as diferenças energéticas entre estas es- 
truturas são quase que totalmente entrópicas. ET_0_2 apresenta uma freqüência 
imaginária de 71 i cm" 1 , com um modo vibracional correspondente à rotação do grupo 
metoxila do análogo do sarin, que passa de orientado em direção à peroxila a orien- 
tado em direção à serina. A estrutura deste ponto estacionário continua sendo uma 
bipirâmide trigonal, com ligações P-01 e P-05 de comprimentos 1,844 À e 1,875 À 
(ordens de ligação iguais a 0,48 au e 0,42 au, respectivamente). O átomo 01 apre- 
senta uma carga atômica natural de -0,59 au, e 05 de -0,88 au. 

Cálculos de IRC levam ao próximo intermediário, INT_0_3, cuja energia é 1,4 
kcal/mol menor do que a de ET_0_2 (sem e com ZPE). Em INT_0_3, o grupo me- 
toxila do análogo do sarin está orientado em direção à serina. A ligação P-01 pos- 
sui um comprimento de 1,812 À e um coeficiente de Wiberg de 0,52 au, com uma 
carga atômica natural de -0,57 au em 01 . Já a ligação P-05 tem 1 ,937 À de com- 
primento, ordem de ligação de 0,37 au e carga natural em 05 igual a -0,90 au. 

O último estado de transição da reação modelada, ET_0_3, está situado 2,4 
kcal/mol acima de INT_0_3 na superfície de energia potencial (1,4 kcal/mol com 
ZPE). Sua freqüência imaginária é igual a 78 cm" 1 , e corresponde a um modo vibra- 
cional no qual a serina é eliminada da fosfil-peroxila. O ângulo 01 -P-05 neste pon- 
to de sela é igual a 163,7°. A ruptura da ligação P-05 está bem caracterizada neste 
estado de transição: a distância entre estes átomos é de 2,555 Á, com um índice de 
Wiberg de 0,10 au. Já a ligação P-01 fica mais fortalecida: seu comprimento é igual 
a 1 ,728 À, com ordem de ligação de 0,59 au. As cargas atômicas naturais em 01 e 
05 são -0,56 au e -0,94 au, respectivamente. 

A mistura formada pelos produtos (serina e peroxila fosfonilada) corresponde ao 
mínimo INT_0_4 na superfície de energia potencial, sendo 9,8 kcal/mol mais estável 
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do que INT_0_1 (10,3 kcal/mol com ZPE). A peroxila fosfilada possui estrutura te- 
traédrica em torno do átomo de fósforo. Como nos casos anteriores, INT_0_4 é es- 
tabilizado por interações de van der Waals entre os átomos 05 e Hl (que distam 
2,019 À entre si, e têm um índice de Wiberg de 0,03 au) e entre 05 e H2 (afastados 
por 1 ,948 À, com coeficiente de Wiberg de 0,04 au). A distância entre os átomos P 
e 05 é de 3,787 À, com índice de Wiberg de 0,01 au, e a ligação P-01 possui 1 ,684 
À de comprimento, com ordem de ligação igual a 0,65 au. As cargas atômicas natu- 
rais de 01 e 05 são, respectivamente, iguais a -0,55 au e -0,94 au. 

Como nas modelagens anteriormente descritas, os efeitos de solvatação em á- 
gua foram calculados executando-se cálculos de “single point energy” nas geometri- 
as minimizadas em vácuo, utilizando-se o modelo implícito PCM. Os resultados ob- 
tidos são mostrados na TAB. 4.4 e na FIG. 4.1 1 . 


Reação no vácuo (sem ZPE) 

Reação em água 

Reação no vácuo (com ZPE) 

AG (padrão) 



FIG. 4.11 - Perfil de reativação do aduto serina - análogo do sarin, no vácuo e na água, 
pela metil-peroxila, obtido por B3LYP/6-311G(d,p). 


De modo análogo ao observado nas modelagens das reativações com o formo- 
ximato e com o enolato do acetaldeído, as etapas com maior barreira de energia ele- 
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trônica diferem no vácuo e na água. No vácuo, a etapa de maior energia é a primei- 
ra (o ataque nucleofílico da peroxila), com uma barreira de 4,3 kcal/mol (4,1 kcal/mol 
com ZPE). Esta deve ser, de fato, a etapa determinante de velocidade no vácuo 
pois, de acordo com o modelo apresentado, é a que apresenta a maior barreira de 
energia livre de Gibbs padrão (4,8 kcal/mol a 298,15 K). Já em fase aquosa, a últi- 
ma etapa (a eliminação da serina como grupo de saída) seria a etapa mais lenta (ou, 
mais corretamente, a de maior diferença de energia eletrônica), apresentando uma 
barreira de 4,9 kcal/mol. Novamente, o modelo proposto não fornece indicações 
para os motivos desta mudança de etapa de maior energia. 


4.3.3 REATIVAÇÃO PELO SULFENATO H 3 C-S-0" 


Um terceiro nucleófilo foi utilizado para fins de comparação com o formoximato: 
o hipotético metil-sulfenato, derivado do instável ácido metil-sulfênico (CH 3 SOH). O 
mecanismo obtido em nossa modelagem é virtualmente idêntico ao da reativação 
pela metil-peroxila, envolvendo quatro estados de transição: 

I a ) ataque nucleofílico do sulfenato ao aduto (ET_S_1, cuja freqüência imaginá- 
ria é igual a 106i cm" 1 ); 

2 a ) rotação da serina em relação ao análogo do sarin (ET_SJ12, com freqüência 
imaginária de 1 0i cm" 1 ); 

3 a ) rotação do grupo metoxila, orientando-se para a serina (ET_S_2, com uma 
freqüência imaginária de 72i cm" 1 ); e 

4 a ) eliminação da serina como grupo de saída (ET_S_3, com freqüência imagi- 
nária de 96i cm" 1 ). 

Novamente, o segundo estado de transição apresentou uma freqüência imaginá- 
ria de baixo módulo. As geometrias dos mínimos (INT_S) e dos pontos de sela 
(ET_S) da superfície de energia potencial da reação modelada são mostradas na 
FIG. 4.12, e as energias calculadas estão relacionados naTAB. 4.5. 
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INT S i 1 2 



INT S 3 



ET S 3 


J 



INT S 4 


FIG. 4.12 - Estruturas dos mínimos (INT_S) e dos estados de transição (ET_S) da super- 
fície de energia potencial da reativação do aduto serina - análogo do sarin pelo metil- 
sulfenato, obtidas por B3LYP/6-311G(d,p) (C em cinza, O em vermelho, N em azul, P 

em laranja e H em branco, S em amarelo). 
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TAB. 4.5 - Energias para os mínimos e estados de transição da reativação do aduto seri- 
na - análogo do sarin pelo metil-sulfenato no nível B3LYP/6-311G(d,p) (em kcal/mol) 


Estruturas 

AE 

AE 

> 

O 

O 

AEpcm c 


(sem ZPE) a 

(com ZPE) a 

(298,15 K) b 


INT_S_1 d 

0,0 

0,0 

0,0 

0,0 


(-1521,76653) 

(-1521,53589) 

(-1521,59057) 

(-1521,85372) 

ET_S_1 

4,5 

4,6 

6,4 

4,3 

INT_S_i12 

-3,0 

-2,3 

0,2 

1,0 

ETSJ12 

0,8 

0,9 

4,2 

3,7 

INT_S_2 

0,7 

1,0 

2,8 

2,8 

ET_S_2 

1,8 

1,8 

4,7 

4,2 

INT_S_3 

1,2 

1,4 

3,2 

3,2 

ET_S_3 

3,3 

2,5 

3,9 

7,6 

INT_S_4 

-2,6 

-3,5 

-3,8 

2,3 


a) ZPE: “zero-point energy” (correção de energia do ponto zero) com fator de escala 0,9877, 
recomendado para o modelo B3LYP/6-31 1G(d,p) (ANDERSSON & UVDAL, 2005). 

b) Energias livres calculadas com fator de escala 0,9877. 

c) Energias calculadas em modelo implícito de solvente PCM, como descrito na Seção 3.2. 

d) As diferenças de energia são relativas à energia da estrutura INT_S_1 (cujo valor, em Hartre- 
es, é dado entre parênteses). 


O caminho de reação modelado para a reativação pelo metil-sulfenato, como já 
observado, é praticamente igual ao da reativação pela metil-peroxila. Em algumas 
das etapas, há apenas diferenças conformacionais entre estes dois nucleófilos. 
Desta forma, a descrição do caminho de reação é qualitativamente idêntica à já feita 
para a peroxila. Quantitativamente, em cada uma das estruturas da FIG. 4.12, foram 
obtidos, no vácuo, os valores relacionados na TAB. 4.6 para a distância entre os 
átomos P e 01 , coeficiente de Wiberg entre P e 01 , distância entre os átomos P e 
04, coeficiente de Wiberg entre P e 04, carga atômica natural de 01 e carga atômi- 
ca natural de 04. 
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TAB. 4.6 - Parâmetros dos pontos estacionários da superfície de energia potencial da 
reativação do aduto serina - análogo do sarin pelo metil-sulfenato, no nível B3LYP/6- 

311G(d,p) 



Distância 

entre P e 

01 

(Â) 

índice de 

Wiberg 

entre P e 

01 (au) 

Distância 

entre P e 

04 

(Â) 

índice de 

Wiberg 

entre P e 

04 (au) 

Carga 

natural 

de 01 

(au) 

Carga 

natural 

de 04 

(au) 

INT_S_1 

3,614 

0,01 

1,653 

0,65 

-1,06 

-0,84 

ETS1 

2,745 

0,08 

1,687 

0,60 

-1,06 

-0,86 

INT_S_i12 

1,894 

0,41 

1,816 

0,48 

-0,98 

-0,87 

ETSJ 1 2 

1,890 

0,41 

1,836 

0,45 

-0,97 

-0,88 

INT_S_2 

1,890 

0,41 

1,836 

0,45 

-0,97 

-0,88 

ETS2 

1,863 

0,44 

1,879 

0,42 

-0,95 

-0,90 

INT_S_3 

1,836 

0,47 

1,920 

0,38 

-0,94 

-0,90 

ET_S_3 

1,746 

0,54 

2,371 

0,16 

-0,94 

-0,94 

INT_S_4 

1,668 

0,64 

3,829 

0,00 

-0,94 

-0,98 


Como nos casos anteriores, o mínimo INT_S_1 é estabilizado por interações de 
van der Waals entre os átomos 01 e H2, os quais distam 1 ,765 À entre si e apresen- 
tam um coeficiente de Wiberg de 0,08 au. Da mesma forma, INT_S_4 é estabilizado 
por interações de van der Waals entre 04 e Hl (distantes 2,022 À um do outro, com 
índice de Wiberg de 0,03 au) e entre 04 e H2 (que estão afastados por 1 ,943 À, com 
um coeficiente de Wiberg igual a 0,04 au). 

O perfil energético obtido para as geometrias minimizadas no vácuo com cálcu- 
los de “single point energy” com modelo PCM é mostrado na TAB. 4.5. Todos os 
dados desta tabela estão graficamente representados na FIG. 4.13. Como nos ca- 
sos anteriores, a maior barreira de energia eletrônica e de energia livre de Gibbs pa- 
ra a reação no vácuo ocorre na primeira etapa (ET_S_1), enquanto que a maior bar- 
reira de energia eletrônica em fase aquosa está associada à última etapa (ET_S_4). 
Contudo, no caso do metil-sulfenato, as barreiras de energia eletrônica na água são 
virtualmente idênticas para o ataque nucleofílico e para a eliminação da serina (4,3 
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kcal/mol x 4,4 kcal/mol); com os outros nucleófilos modelados, esta diferença variava 
entre 1 ,0 e 2,0 kcai/mol. A energia livre de ativação da reação em fase gasosa, a 
1 ,0 atm e 298,15 K, é de 6,4 kcal/mol. 


Reação no vácuo (sem ZPE) 

Reação em água 

Reação no vácuo (com ZPE) 

AG (padrão) 



FIG. 4.13 - Perfil de reativação do aduto serina - análogo do sarin, no vácuo e na água, 
pelo metil-sulfenato, obtido por B3LYP/6-311G(d,p). 


4.3.4 REATIVAÇÃO PELO HIDRAZONATO H 2 C = N - NH" 


Uma última variação de reativador foi feita, na qual foi modificado o átomo nu- 
cleofíiico em si, ao invés do átomo alfa ao nucleofílico. Assim, modelou-se a reati- 
vação do aduto serina - análogo do sarin pelo hidrazonato resultante da desprotona- 
ção da hidrazona do formaldeído. Ao contrário dos casos anteriores, dois possíveis 
caminhos de reação foram modelados, os quais diferem entre si no primeiro mínimo 
(INT_N_1a e INT_N_1b) e no primeiro estado de transição (ET_N_1a e ET_N_1b). 
Todas as estruturas modeladas estão representadas na FIG. 4.14, e suas energias 
são mostradas na TAB. 4.7. 
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FIG. 4.14 - Estruturas dos mínimos (INT_N) e dos estados de transição (ET_N) da su- 
perfície de energia potencial da reativação do aduto serina - análogo do sarin pelo hi- 
drazonato do formaldeído, obtidas por B3LYP/6-311G(d,p) (C em cinza, O em verme- 
lho, N em azul, P em laranja e H em branco). 
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TAB. 4.7 - Energias para os mínimos e estados de transição da reativação do aduto seri- 
na - análogo do sarin pelo hidrazonato do formaldeído no nível B3LYP/6-311G(d,p) (em 

kcal/mol) 


Estruturas 

AE 

AE 

> 

O 

O 

AEpcm c 


(sem ZPE) a 

(com ZPE) a 

(298,15 K) b 


INT_N_1a d 

0,0 

0,0 

0,0 

0,0 


(-1157,78557) 

(-1157,55206) 

(-1157,60562) 

(-1157,87326) 

ETN1 a 

1,8 

2,0 


1,7 

INTNIb 

-0,8 

-0.8 

-0,1 

-0,4 

ET_N_1 b 

3,0 

3,2 

5,1 

-3,9 

INTNM2 

-10,1 

-8,6 

-5,8 

-7,6 

ETNJ12 

-2,3 

-1,7 

1,6 

-2,2 

INTN2 

-3,0 

-2,1 

0,2 

-4,1 

ET_N_2 

-2,2 

-1,8 

0,7 

-2,9 

INTN3 

-7,2 

-6,1 

-3,7 

-6,7 

ET_N_3 

-6,1 

-5,7 

-3,6 

-4,9 

INTN4 

-13,1 

-13,2 

-13,5 

-12,3 


a) ZPE: “zero-point energy” (correção de energia do ponto zero) com fator de escala 0,9877, 


recomendado para o modelo B3LYP/6-31 1G(d,p) (ANDERSSON & UVDAL, 2005). 

b) Energias livres calculadas com fator de escala 0,9877. 

c) Energias calculadas em modelo implícito de solvente PCM, como descrito na Seção 3.2. 

d) As diferenças de energia são relativas à energia da estrutura INT_N_1a (cujo valor, em Har- 
trees, é dado entre parênteses). 


Os intermediários INT_N_1a e INT_N_1b e os estados de transição ET_N_1a e 
ET_N_1b diferem entre si na orientação do hidrazonato em relação ao aduto. Os 
caminhos de reação que passam por ET_N_1a e ET_N_1b prosseguem em direção 
ao mesmo mínimo INT_N_i12. A TAB. 4.7 mostra que INT_N_1b é 0,8 kcal/mol 
mais estável do que INT_N_1a (sem e com ZPE). Entretanto, a barreira de energia 
eletrônica de ET_N_1a em relação a INT_N_1a (1,8 kcal/mol sem ZPE, 2,0 kcal/mol 
com ZPE) é menor do que a de ET_N_1b em relação a INT_N_1b (3,8 kcal/mol sem 
ZPE, 4,0 kcal/mol com ZPE). O mesmo ocorre em relação às barreiras de energias 
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livres de Gibbs (4,2 kcal/mol versus 5,2 kcal/mol). Isto nos leva a concluir que deve 
haver uma ligeira preferência do caminho de reação que se inicia em INT_N_1a em 
relação ao outro. 

Os dois caminhos de reação modelados são constituídos por quatro etapas. Na 
primeira, onde os dois caminhos diferem entre si, ocorre o ataque nucleofílico do 
hidrazonato ao aduto. ET_N_1a possui uma freqüência imaginária de 66i cm" 1 , com 
um modo vibracionai correspondendo ao ataque nucleofílico do hidrazonato; nesta 
estrutura, o ângulo N1-P-03 é igual a 166,3°, e o ângulo torcional N2-N1-P-03 é 
igual a 22,6°. ET_N_1b distingue-se de ET_N_1a principalmente na orientação do 
hidrazonato: os ângulos citados são respectivamente iguais a 167,5° e -59,4°, tendo 
sua freqüência imaginária o valor de 87i cm" 1 . Estas diferentes orientações do hidra- 
zonato também são observadas nos mínimos INT_N_1a e INT_N_1b: na primeira 
estrutura, os ângulos N1-P-03 e N2-N1-P-03 possuem valores de 131,6° e 
117,9°, enquanto que na segunda os valores destes ângulos são 142,6° e -70,8°, 
respectivamente. 

Após a primeira etapa, os dois caminhos são idênticos a partir do intermediário 
INT_N_i12. Entretanto, a segunda etapa da reação com hidrazonato apresenta uma 
grande diferença em relação às reações com enolato, peroxila e sulfenato: com es- 
tes nucleófilos, a segunda etapa da reação correspondia a uma rotação da serina 
em relação ao análogo do sarin. Já na reação com hidrazonato, o que ocorre na 
segunda etapa é uma acentuada rotação do nucleófilo: o ângulo N2-N1-P-03, cujo 
valor é -8,8° em INT_NJ12, assume os valores 127,0° em ET_N_i12 e 134,5° em 
INT_N_2. A freqüência imaginária de ET_NJ12 é igual a 122i cm" 1 . 

Na terceira etapa da reação, a qual envolve o estado de transição ET_N_2, ocor- 
rem simultaneamente as rotações do grupo metoxila do sarin modificado, que passa 
a se orientar em direção à serina, e da própria serina, que assume uma posição a- 
proximadamente perpendicular à ligação P-02. Sua freqüência imaginária possui 
um valor de 66i cm" 1 . A última etapa envolve o estado de transição ET_N_3 e con- 
siste na eliminação da serina, com uma freqüência imaginária de 61 i cm" 1 . 

As estruturas da FIG. 4.14 apresentam, no vácuo, os parâmetros geométricos e 
cargas listados na TAB. 4.8. 
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TAB. 4.8 - Parâmetros dos pontos estacionários da superfície de energia potencial da 
reativação do aduto serina - análogo do sarin pelo hidrazonato do formaldeído, no nível 

B3LYP/6-311G(d,p) 



Distância 

índice de 

Distância 

índice de 

Carga 

Carga 


entre P e 

Wiberg 

entre P e 

Wiberg 

natural 

natural 


01 

entre P e 

04 

entre P e 

de 01 

de 04 


(Â) 

01 (au) 

(Â) 

04 (au) 

(au) 

(au) 

INTNIa 

4,257 

0,00 

1,649 

0,65 

-0,70 

-0,84 

ET_N_1 a 

3,052 

0,05 

1,681 

0,61 

-0,75 

-0,85 

INTN1 b 

3,992 

0,01 

1,652 

0,65 

-0,70 

-0,84 

ET_N_1b 

2,794 

0,08 

1,690 

0,59 

-0,74 

-0,86 

INTNJ12 

1,885 

0,53 

1,846 

0,46 

-0,71 

-0,87 

ETNJ12 

1,899 

0,52 

1,884 

0,42 

-0,71 

-0,87 

INTN2 

1,901 

0,51 

1,891 

0,42 

-0,71 

-0,88 

ET_N_2 

1,862 

0,55 

1,968 

0,36 

-0,71 

-0,89 

INTN3 

1,848 

0,58 

1,980 

0,33 

-0,70 

-0,91 

ET_N_3 

1,785 

0,64 

2,424 

0,13 

-0,72 

-0,94 

INTN4 

1,726 

0,71 

3,844 

0,00 

-0,73 

-0,94 


Como nos casos anteriores, interações de van der Waals ajudam a estabilizar os 
mínimos correspondentes aos reagentes e aos produtos. INT_N_1a é estabilizado 
por interações entre NI e Hl (afastados 2,040 À, com índice de Wiberg de 0,05 au) 
e entre N2 e H2 (que distam entre si 2,089 À, com índice de Wiberg igual a 0,04 au). 
INT_N_1b é estabilizado por interações entre NI e H2 (que distam 1,911 À um do 
outro, com coeficiente de Wiberg igual a 0,08 au). Por fim, interações de 03 com Hl 
(2,024 À de distância, com coeficiente de Wiberg de 0,03 au) e com H2 (1 ,962 À de 
distância, e índice de Wiberg igual a 0,04 au) ajudam a estabilizar o mínimo 
INT_N_4. 

O perfil energético em modelo implícito de solvente (PCM) também é mostrado 
na TAB. 4.7. A FIG. 4.15 representa graficamente os dados desta tabela para o ca- 
minho de reação que se inicia em INT_N_1a. 
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Reação no vácuo (sem ZPE) Reação em água 

Reação no vácuo (com ZPE) AG (padrão) 



FIG. 4.15 - Perfil de reativação do aduto serina - análogo do sarin, no vácuo e na água, 
pelo hidrazonato do formaldeído, obtido por B3LYP/6-311G(d,p). 


Ao contrário dos casos anteriores, observa-se que, para qualquer um dos dois 
caminhos de reação modelados para a hidrazona, a etapa que apresenta as maiores 
barreiras energéticas (tanto eletrônica quanto livre de Gibbs) é a segunda 
(ET_N_i12), seja no vácuo, seja na água. A barreira de energia eletrônica desta e- 
tapa é de 7,8 kcal/mol no vácuo (6,9 kcal/mol com ZPE) e de 5,4 kcal/mol em água, 
enquanto que a barreira de energia livre de Gibbs, a 298,15 K e 1,0 atm, é de 7,4 
kcal/mol. Estes resultados, associados à existência de dois caminhos modelados 
para a reação e à diferença de orientação do hidrazonato em relação aos outros nu- 
cleófilos modelados indicam que, intrinsecamente, o hidrazonato reativa o aduto se- 
rina - análogo do sarin por um mecanismo diferente, o qual pode dar margem a uma 
nova família de reativadores. 
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4.3.5 COMPARAÇÃO ENTRE OS DIFERENTES REATIVADORES MODELADOS 


As modelagens descritas nas seções anteriores sugerem que enolatos, peroxilas 
e sulfenatos reativam a serina inibida por sarin por mecanismos bem semelhantes, 
enquanto que oximatos e hidrazonatos reagem por intermédio de mecanismos alter- 
nativos. Enquanto que os três primeiros reagem em um mecanismo de quatro eta- 
pas, o formoximato reativa a serina em apenas três. A reativação pelo hidrazonato 
do formaldeído também é constituída por quatro etapas, mas a segunda (rotação do 
hidrazonato) é bem diferente da observada nos casos do enolato, na peroxila e do 
sulfenato (nas quais corresponde a uma rotação da serina). 

As TAB. 4.9, 4.10, 4.11 e 4.12 comparam, respectivamente, as barreiras de e- 
nergia eletrônica no vácuo sem e com ZPE, as barreiras de energia eletrônica na 
água e a energia livre de Gibbs no vácuo de cada etapa de todas as reativações 
com os nucleófilos acima, bem como as barreiras de energia das etapas das respec- 
tivas reações inversas. Os dados desta tabela foram obtidos a partir dos resultados 
sumariados nas TAB. 4.2 a 4.5 e 4.7. 


TAB. 4.9 - Barreiras de energia eletrônica no vácuo (sem ZPE) das reações de reativa- 
ção diretas e inversas modeladas (em kcal/mol). Em vermelho, estão destacadas as eta- 
pas de mais alta energia de cada reação. 


REAÇÃO DIRETA DE REATIVAÇÃO 


Oximato 

Enolato 

Peroxila 

Hidrazonato 

Sulfenato 

ET1 

5,5 

4,1 

4,3 

1,8 

4,5 

ETi 1 2 

não há 

3,8 

3,3 

7,8 

3,8 

ET2 

0,1 

1,8 

0,1 

0,8 

1,1 

ET3 

2,9 

2,9 

2,4 

1,1 

2,1 

REAÇÃO INVERSA DE REATIVAÇÃO 


Oximato 

Enolato 

Peroxila 

Hidrazonato 

Sulfenato 

ETI 

4,7 

5,5 

14,0 

11,9 

7,5 

ETi 12 

não há 

0,1 

0,1 

0,7 

0,1 

ET2 

1,0 

1,9 

1,4 

5,0 

0,6 

ET3 

5,4 

5,2 

4,4 

7,0 

5,9 
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TAB. 4.10 - Barreiras de energia eletrônica no vácuo (com ZPE) das reações de reativa- 
ção diretas e inversas modeladas (em kcal/mol). Em vermelho, estão destacadas as eta- 
pas de mais alta energia de cada reação. 


REAÇÀO DIRETA DE REATIVAÇÀO 


Oximato 

Enolato 

Peroxila 

Hidrazonato 

Sulfenato 

ET1 

5,7 

4,2 

4,1 

2,0 

4,6 

ETi 1 2 

não há 

3,4 

2,9 

6,9 

3,2 

ET2 

-0,1 

1,4 

0,0 

0,3 

0,8 

ET3 

1,9 

2,1 

1,4 

0,4 

1,1 

REAÇÀO INVERSA DE REATIVAÇÀO 


Oximato 

Enolato 

Peroxila 

Hidrazonato 

Sulfenato 

ETI 

4,4 

4,5 

12,7 

10,6 

6,9 

ETi 12 

não há 

-0,1 

0,0 

0,4 

-0,1 

ET2 

0,8 

1,7 

1,4 

4,3 

0,4 

ET3 

5,6 

5,4 

4,6 

7,5 

6,0 


TAB. 4.11 - Barreiras de energia eletrônica em água (PCM) das reações de reativação 
diretas e inversas modeladas (em kcal/mol). Em vermelho, estão destacadas as etapas de 

mais alta energia de cada reação. 


REAÇÃO DIRETA DE REATIVAÇÃO 


Oximato 

Enolato 

Peroxila 

Hidrazonato 

Sulfenato 

ETI 

4,1 

4,8 

4,0 

1,7 

4,3 

ETi 12 

não há 

2,7 

2,4 

5,4 

2,7 

ET2 

1,7 

2,4 

0,3 

1,2 

1,4 

ET3 

5,9 

5,7 

4,9 

1,8 

4,4 

REAÇÃO INVERSA DE REATIVAÇÃO 


Oximato 

Enolato 

Peroxila 

Hidrazonato 

Sulfenato 

ETI 

3,0 

0,7 

8,8 

9,3 

3,3 

ETi 12 

não há 

1,2 

0,7 

1,9 

0,9 

ET2 

1,6 

2,5 

1,3 

3,8 

1,0 

ET3 

4,3 

4,8 

3,2 

7,4 

5,3 
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TAB. 4.12 - Barreiras de energia livre de Gibbs, a 298,15 K e 1,0 atm, das reações de 
reativação diretas e inversas modeladas (em kcal/mol). Em vermelho, estão destacadas 
as etapas de mais alta energia de cada reação. 


REAÇÀO DIRETA DE REATIVAÇÀO 


Oximato 

Enolato 

Peroxila 

Hidrazonato 

Sulfenato 

ET1 

6,4 

6,2 

4,8 

4,2 

6,4 

ETi 1 2 

Não há 

3,9 

4,2 

7,4 

4,0 

ET2 

0,5 

2,3 

0,8 

0,5 

1,9 

ET3 

1,6 

1,3 

1,5 

0,1 

0,7 

REAÇÀO INVERSA DE REATIVAÇÀO 


Oximato 

Enolato 

Peroxila 

Hidrazonato 

Sulfenato 

ETI 

3,6 

3,9 

11,6 

10,0 

6,2 

ETi 12 

Não há 

0,9 

1,6 

1,4 

1,4 

ET2 

1,5 

2,4 

2,6 

4,4 

1,5 

ET3 

7,5 

7,0 

7,2 

9,9 

7,7 


Deve ser novamente ressaltado que os dados das TAB. 4.9 a 4.12 devem ser 
avaliados qualitativamente. Por exemplo, na TAB. 4.9, na reação inversa da reativa- 
ção pelo enolato, não se pode afirmar que a etapa com barreira de 5,2 kcal/mol pos- 
sua de fato uma energia maior do que a com barreira de 5,5 kcal/mol. A análise des- 
tas tabelas mostra que o perfil das barreiras de energias eletrônica e livre de Gibbs 
no vácuo para os diversos nucleófiios é bem semelhante, tanto para as reações dire- 
tas quanto para as inversas. Isto sugere que, ao menos qualitativamente, não have- 
rá grandes erros em se considerar como etapas mais lentas de reação aquelas que 
apresentem maior barreira de energia eletrônica. Tal procedimento é largamente 
utilizado na literatura, baseado no fato de que, usualmente, a diferença de energias 
eletrônicas entre estado de transição e reagente/intermediário/produto é a mais im- 
portante contribuição para a diferença de energias livres de Gibbs (JENSEN, 2007). 
Contudo, deve-se lembrar que nem sempre as contribuições entrópicas são insignifi- 
cantes. 
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Uma das explicações geralmente dadas para a eficiência das oximas como rea- 
tivadoras está na existência do chamado efeito a, como já discutido na Seção 2.4. 
Nos modelos teóricos desenvolvidos nesta tese, não foi observada uma grande in- 
fluência do efeito a nas reativações da serina inibida por sarin: os perfis energéticos 
e as barreiras de maior energia para as reações diretas de reativação com o enolato 
(que não apresenta efeito a) e com os outros nucleófilos (que apresentam efeito a) 
não apresentam diferenças significativas. Por exemplo, considerando-se as diferen- 
ças de energia livre no vácuo, observa-se que apenas a reativação com metil- 
peroxila apresenta uma barreira de energia um pouco mais baixa (4,8 kcal/mol); com 
os outros reativadores, a barreira varia entre 6,2 e 7,4 kcal/mol. No que se refere às 
diferenças de energia eletrônica em água, todos os cinco reativadores apresentam 
barreiras entre 4,4 e 5,9 kcal/mol. Logo, de acordo com o nosso modelo, o efeito a 
não é um fator essencial para a reação não-enzimática de reativação da serina fos- 
fonilada por sarin. 

Porém, um fato interessante é observado quando se considerada também a 
possibilidade de ocorrência da reação inversa de reativação, ou seja, a reinibição da 
serina pelo nucleófilo fosfonilado, cujas barreiras de energia também estão relacio- 
nadas nas TAB. 4.9 a 4.12. No caso do oximato e do enolato, as barreiras de mais 
alta energia são aproximadamente iguais para as reações direta e inversa; em al- 
guns casos, como nos modelos das reações em água, as barreiras da reação inver- 
sa são até menores do que as da reação direta. No caso da reativação pelo sulfena- 
to, as mais altas barreiras de energia eletrônica no vácuo são bem maiores para a 
reação inversa do que para a direta; em água, esta diferença se reduz, sendo a bar- 
reira da direta 0,9 kcal/mol menor do que a da inversa. Em termos de energia livre 
de Gibbs, a barreira da reação direta é 1,3 kcal/mol menor do que a inversa. Entre- 
tanto, para a peroxila e para o hidrazonato, as barreiras da reação direta são sempre 
substancialmente menores do que as da reação inversa. Este fato talvez constitua 
uma vantagem para a ação de compostos destas duas classes como reativadores 
da serina inibida, mesmo considerando-se que, em termos absolutos, as barreiras 
da reação direta com o hidrazonato do formaldeído no vácuo são um pouco maiores 
do que as dos outros nucleófilos. 

Outro resultado interessante pode ser obtido da análise dos perfis de energia 
livre de Gibbs ao longo das reativações pelos cinco nucleófilos, mostrado na FIG. 
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4.16. Os produtos finais das reações com a metil-peroxila e com o hidrazonato do 
formaldeído são mais de 10,0 kcal/mol mais estáveis do que os reagentes iniciais. 
Com o formoximato e com o metil-sulfenato, esta diferença é de cerca de 3,5 
kcal/mol e, com o enolato, apenas 0,5 kcal/mol. Estes dados mostram que os produ- 
tos finais das reativações modeladas com a peroxila e com o hidrazonato e, em me- 
nor escala, com o sulfenato e com o oximato, são mais estáveis do que os reagentes 
iniciais. Em todos os casos, as barreiras da primeira etapa da reação inversa (cor- 
respondente a ET_3) são relativamente altas, superiores a 7,0 kcal/mol. 


Enolato Peróxido Oximato Hidrazonato Sulfenato 



FIG. 4.16 - Perfis de energia livre de Gibbs, a 298,15 K e 1,0 atm, das reativações no 
vácuo do aduto serina - análogo pelos cinco nucleófilos modelados, obtidos por 
B3LYP/6-311G(d,p). Para o formoximato (linha amarela), não existem os pontos esta- 
cionários INTÍ12 e ETÍ12. 

Peroxilas e sulfenatos, assim como os enolatos, geralmente são muito instáveis, 
e dificilmente um antídoto para agentes neurotóxicos pertencente a um desses gru- 
pos seria suficientemente estável para ter utilidade prática. Entretanto, hidrazonas 
são bem mais estáveis, e há hidrazonas que, em pH fisiológico, desprotonam-se fa- 
cilmente, gerando o respectivo hidrazonato. Estudos experimentais adicionais po- 
dem comprovar se, de fato, hidrazonatos podem ser usados como reativadores da 
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AChE, in vitro e in vivo, e a viabilidade de seu emprego como antídotos contra into- 
xicações por sarin e outros agentes neurotóxicos de guerra química, bem com con- 
tra intoxicações por inseticidas organofosforados. 

É interessante observar que a reativação pelo oximato foi a única que apresen- 
tou um mecanismo em três etapas. Embora a velocidade de uma reação seja limi- 
tada por sua etapa mais lenta (a de maior energia de ativação), isto levanta uma 
questão sobre a possibilidade de haver alguma vantagem cinética significativa resul- 
tante do fato de uma reativação ter uma etapa a menos. 

Os modelos propostos não fornecem pistas claras sobre as razões das diferen- 
ças entre os mecanismos dos cinco nucleófilos. A comparação dos dados relativos 
a cargas, ordens de ligação e distâncias entre os principais átomos envolvidos em 
cada reativação (átomo nucleofílico do reativador, átomo alfa ao nucleofílico do rea- 
tivador, átomo de fósforo do análogo do sarin, átomos de oxigênio do análogo do 
sarin e átomo de oxigênio da serina) mostram poucas diferenças entre eles: apenas 
a carga do átomo nucleofílico e a distância entre este e o átomo de fósforo nos di- 
versos mínimos INT 1 variam consideravelmente de um nucleófilo para o outro (da- 

dos não mostrados). Também não foram observadas diferenças significativas des- 
tes parâmetros nos cálculos de energia e análise populacional no vácuo e na água 
para cada estrutura (o que não é surpreendente, visto que os cálculos foram feitos 
com base nas geometrias minimizadas no vácuo). O que é evidente, porém, é a ne- 
cessidade da orientação correta do reativador no início da reação: em cada caso 
estudado, o nucleófilo apresentou-se em uma orientação característica nos diversos 
mínimos INT_1 e estados de transição ET_1, sendo que, no caso do hidrazonato, os 
dois caminhos de reação modelados diferem justamente na orientação do nucleófilo 
nestas etapas. Isto mostra que a orientação correta do antídoto não é uma necessi- 
dade apenas para reativações enzimáticas, causadas por alguma restrição espacial 
no interior do fosso do sítio ativo da AChE: é uma exigência intrínseca da reação, 
observada mesmo nos modelos de reativação não-enzimática. Mais estudos são 
necessários para explicar porque cada nucleófilo adota uma orientação específica. 

Em suma, nossos modelos mostram que cada nucleófilo reativa a serina inibida 
pelo análogo do sarin por mecanismos bastante semelhantes entre si, que se distin- 
guem pela orientação do antídoto em relação ao aduto (principalmente nos diversos 
mínimos INT_1 e estados de transição ET_1). As principais diferenças são o fato do 
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oximato reagir em apenas três etapas, ao invés das quatro encontradas nos outros 
reativadores, a possibilidade de dois caminhos de reação para o hidrazonato, e a 
diferença da segunda etapa da reação deste (ET_N_i12), onde ocorre uma rotação 
acentuada do nucleófilo, em relação às segundas etapas (os diversos ETJ12) dos 
outros reativadores, onde há uma rotação da serina. Os perfis energéticos levanta- 
dos sugerem a possibilidade do emprego de hidrazonatos, peroxilas e, em menor 
escala, de sulfenatos para a reativação da AChE inibida por sarin, embora prova- 
velmente apenas os hidrazonatos sejam estáveis o suficiente para serem úteis na 
prática. 

No APÊNDICE 2 estão listadas as coordenadas de todas as estruturas modela- 
das nesta tese. 


4.3.6 REATIVAÇÃO PELA FORMOXIMA NEUTRA 


Como discutido na Seção 2.4, considera-se que a forma ativa das oximas para a 
reativação da AChE é a desprotonada (ASHANI et ai, 1995). Entretanto, estudos 
realizados por nosso grupo de pesquisa levantaram a possibilidade de que a forma 
ativa, na verdade seja a oxima neutra, e não o oximato (CASTRO & FIGUEROA- 
VILLAR, 2002). Em uma tentativa de lançar alguma luz sobre a questão, foi aplicada 
a mesma metodologia das modelagens anteriores, descrita na Seção 3.2, para mo- 
delar-se a reativação do aduto serina -análogo do sarin pela formoxima neutra. 

A FIG. 4.17 ilustra os pontos estacionários na superfície de energia potencial 
que formam o caminho de reação proposto, enquanto que o perfil energético da rea- 
ção é mostrado na TAB. 4.13. Como no caso do formoximato, a reativação pela 
formoxima neutra é constituída por três etapas: 

I a ) ataque nucleofílico da formoxima ao aduto, simultaneamente à transferência 
do próton Hl do átomo 01 para o átomo 02 (ET_N0H_1 , com freqüência imaginária 
de 21 1 i cm" 1 2 ); 

2 a ) rotação da ligação P-02, de modo que o próton Hl se orienta na direção da 
serina (ET_N0H_2, cuja freqüência imaginária é 486i cm" 1 ); e 
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3 a ) transferência do próton Hl do átomo 02 para o átomo 04, concomitantemen- 
te à eliminação da serina (ET_N0H_3, com freqüência imaginária igual a 439i cm" 1 ). 



INT NOH 1 


i 1 

JÊ 

J J é 

ET NOH 1 INT NOH 2 





INT NOH 4 


FIG. 4.17 - Estruturas dos mínimos (INT_NOH) e dos estados de transição (ET_NOH) 
da superfície de energia potencial da reativação do aduto serina - análogo do sarin pela 
formoxima neutra, obtidas por B3LYP/6-311G(d,p) (C em cinza, O em vermelho, N em 

azul, P em laranja e H em branco). 
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TAB. 4.13 - Energias para os mínimos e estados de transição da reativação do aduto se- 
rina - análogo do sarin pela formoxima neutra no nível B3LYP/6-311G(d,p) (em 

kcal/mol) 


Estruturas 

AE 

(sem ZPE) a 

AE 

(com ZPE) a 

AG° 

(298,15 K) b 

AEpcm c 

INT_NOH_1 d 

0,0 

(-1178,23952) 

0,0 

(-1178,00292) 

0,0 

(-1178,05756) 

0,0 

(-1178,26667) 

ETNOH1 

36,0 

34,7 

37,0 

36,2 

INTNOH2 

17,9 

18,7 

22,0 

20,7 

ETNOH2 

31,6 

30,9 

33,6 

29,8 

INT_NOH_3 

25,4 

25,7 

28,8 

24,6 

ETNOH3 

37,0 

35,0 

37,9 

38,4 

INT_NOH_4 


3,9 

1,9 

3,8 


a) ZPE: “zero-point energy” (correção de energia do ponto zero) sem fator de escala e com fator 
de escala 0,9877 (em itálico), recomendado para o modelo B3LYP/6-31 1G(d,p) (ANDERSSON & 
UVDAL, 2005). 


b) Energias livres calculadas sem e com fator de escala 0,9877 (em itálico). 

c) Energias calculadas em modelo implícito de solvente PCM, como descrito na Seção 3.2. 

d) As diferenças de energia são relativas à energia da estrutura INT_NOH_1 (cujo valor, em Har- 
trees, é dado entre parênteses). 


No início da reação, os reagentes encontram-se no mínimo INT_NOH_1. A 
formoxima se aproxima do aduto de tal forma que o próton Hl fique orientado na 
direção do átomo 02. A distância entre estes dois átomos é de 1,750 À, com um 
índice de Wiberg de 0,05 au. Entre 01 e P, a distância é igual a 3,714 À (índice de 
Wiberg de 0,01 au), enquanto que a ligação P-04 tem comprimento de 1,617 À e 
coeficiente de Wiberg de 0,71 au. 01 e 04 possuem cargas atômicas naturais res- 
pectivamente iguais a -0,55 au e -0,85 au. Ao contrário dos casos anteriores, 
INT_NOH_1 não é estabilizado por interações de van der Waals entre 01 e/ou NI 
com hidrogénios do sarin; esta estabilização parece ser feita somente pela interação 
entre Hl e 02. 

O estado de transição ET_NOH_1 está situado 36,0 kcal/mol acima de 
INT_NOH_1 na superfície de energia potencial (34,7 kcal/mol com ZPE). Nesta eta- 
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pa, ocorre o ataque nucleofílico do formoximato ao aduto: o ângulo 01-P-04 é de 
170,9°, e a distância entre 01 e 04 é igual a 2,347 À. A interação entre estes áto- 
mos aumenta, o que é caracterizado por um coeficiente de Wiberg de 0,18 au. Por 
outro lado, a ligação P-04 alonga-se para 1 ,630 À, sendo seu índice de Wiberg i- 
gual a 0,70 au. Simultaneamente, o próton Hl é transferido para 02. Neste estado 
de transição, a distância entre estes átomos é de 1,026 À, com um coeficiente de 
Wiberg de 0,57 au, enquanto que a distância entre 01 e Hl aumenta para 1,552 À, 
com um índice de Wiberg de 0,18 au (em INT_NOH_1, estes valores eram 0,981 À e 
0,69 au). As cargas atômicas naturais de 01 e 04 são -0,76 au e -0,85 au, respec- 
tivamente. 

Após a primeira etapa, obtém-se o intermediário INT_NOH_2, o qual é 17,9 
kcal/mol mais instável do que INT_NOH_1 (18,7 kcal/mol com ZPE). A ligação entre 
P e 01 pode ser considerada como parcialmente formada: a distância entre estes 
átomos é igual a 1,885 À, com um índice de Wiberg de 0,45 au. Por outro lado, a 
ligação P-04 passa a ter 1,678 À de comprimento, com índice de ligação de 0,63 
au. Além disto, o próton Hl já está totalmente transferido para 02: a ligação entre 
eles mede 0,988 À, com um índice de Wiberg de 0,65 au, enquanto que a distância 
entre 01 e Hl é de 2,178 À, com índice de Wiberg praticamente nulo. 01 e 04 pos- 
suem cargas atômicas naturais de -0,66 au e -086 au. 

Prosseguindo-se a reação, atinge-se o estado de transição ET_NOH_2 após a 
transposição de uma barreira de 13,7 kcal/mol (12,2 kcal/mol com ZPE). O modo 
vibracional de sua freqüência imaginária corresponde à rotação da ligação 02-H1. 
Neste estado, as ligações P-01 e P-04 têm, respectivamente, comprimentos de 
1 ,778 À e 1 ,721 À e índices de Wiberg de 0,55 au e 0,59 au. A ligação 02-H1 mede 
0,962 À e possui índice de ligação de 0,74 au. As cargas naturais de 01 e 04 são 
iguais a -0,68 au e -0,86 au, respectivamente. 

A análise por IRC mostra que o intermediário seguinte é INT_NOH_3, que é 25,4 
kcal/mol mais instável do que INT_NOH_1 (25,7 kcal/mol com ZPE). A ligação entre 
P e 01 mede 1 ,743 À, com índice de ligação de 0,58 À, enquanto que P-04 tem 
1,755 À e coeficiente de Wiberg igual a 0,55 au. A ligação entre 02 e Hl possui 
0,964 À, com índice de Wiberg de 0,74 au. A carga atômica natural de 01 é igual a 
-0,69 au, enquanto que a de 04 é de -0,89 au. 
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A última etapa da reação passa pelo estado de transição ET_NOH_3, e exige a 
transposição de uma barreira de energia eletrônica de 11,6 kcal/mol (93 kcal/mol 
com ZPE). Nesta etapa, ocorre a ruptura da ligação P-04: a distância entre estes 
átomos aumenta para 2,264 À, e seu índice de ligação se reduz a 0,20 au. Simulta- 
neamente, ocorre a transferência do próton Hl de 02 para 04: a distância entre Hl 
e 02 é igual a 1,063 À, e o coeficiente de Wiberg entre estes átomos reduz-se a 
0,53 au, enquanto que a distância entre Hl e 04 é de 1,446 À, com índice de Wi- 
berg de 0,20 au. O ângulo 01 -P-04 é igual a 167,5°, e a ligação P-01 possui 
1 ,669 À de comprimento e índice de ligação de 0,67 au. As cargas naturais de 01 e 
04 são respectivamente iguais a -0,68 au e -0,92 au. 

Após a reação, obtém-se o mínimo INT_N0H_4, cuja energia eletrônica é 4,4 
kcal/mol maior do que a de INT_N0H1 (3,9 kcal/mol com ZPE). A serina protonada 
por Hl se afasta em uma orientação bem diferente da observada nas outras mode- 
lagens realizadas: o ângulo 01-P-04 é igual a 1 12, 7°. Isto deve ocorrer a fim de 
possibilitar uma orientação que facilite a protonação da serina. A ligação 04-H1 
tem 0,975 À de comprimento e índice de Wiberg de 0,70 au, enquanto que a distân- 
cia entre 02 e Hl é de 1,769 À, com índice de Wiberg de 0,04 au. A ligação P-01 
mede 1,650 À e possui índice de Wiberg de 0,69 au; já os átomos P e 04 estão a- 
fastados por 3,977 Á, sendo o coeficiente de Wiberg entre eles igual a 0,01 au. 01 e 
04 apresentam cargas atômicas naturais iguais a -0,68 au e -0,78 au. 

Como nos casos anteriores, os efeitos de solvatação foram avaliados por inter- 
médio de cálculos de “single point energy” com PCM (água como solvente) nas ge- 
ometrias otimizadas em fase gasosa, como descrito na Seção 3.2. Os valores de 
energia potencial obtidos com este modelo implícito de solvatação também estão 
listados na TAB. 4.13, cujos dados estão graficamente representados na FIG. 4.18. 

Tanto no vácuo com em fase aquosa, a etapa que apresenta a maior barreira de 
energia eletrônica é a primeira. No vácuo, esta barreira é de 36,0 kcal/mol (34,7 
kcal/mol com ZPE) e, na água, é igual a 36,2 kcal/mol. A primeira etapa é também a 
que apresenta a maior barreira de energia livre de Gibbs (37,0 kcal/mol a 298,15 K e 
1,0 atm). É interessante observar que, ao contrário dos casos anteriores, não há 
diferenças significativas entre os perfis de energia no vácuo e em água. 
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Reação no vácuo (sem ZPE) Reação em água 

Reação no vácuo (com ZPE) AG (padrão) 



FIG. 4.18 - Perfil de reativação do aduto serina - análogo do sarin, no vácuo e na água, 
pela formoxima neutra, obtido por B3LYP/6-311G(d,p). 


Comparando-se o perfil energético da reação da formoxima com o do formoxi- 
mato (Seção 4.3), constata-se que as barreiras de energia para a reativação por es- 
te último nucleófilo são bem mais baixas do que as do reativador neutro. Para fins 
de comparação, a energia livre de ativação, a 298,15 K e a 1 atm, é igual a 6,4 
kcal/mol para o formoximato e a 37,0 kcal/mol (cerca de seis vezes maior) para a 
formoxima. Isto nos leva a concluir que, pelo menos para a reativação não- 
enzimática, a reação ocorre mais rapidamente com a forma desprotonada do que 
com a neutra. Tal conclusão corrobora a hipótese geralmente considerada para a 
reativação por oximas, e contraria a idéia inicialmente proposta por Castro e Figue- 
roa-Villar (CASTRO & FIGUEROA-VILLAR, 2002). Nosso modelo não explica por- 
que as barreiras de energia são bem mais altas para a oxima neutra, mas permite a 
hipótese de que a exigência de uma orientação bem diferente da oxima no início da 
reação e da serina no final, causada pela necessidade de transferência do próton, 
impossibilite que a formoxima reaja em uma orientação ótima, problema este que 
não afetaria o formoximato. 
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O trabalho de Gonçalves e colaboradores (GONÇALVES et ai, 2006) indica que 
oximas catiônicas acessam melhor o sítio ativo da AChE do que as neutras, e muito 
melhor do que oximas aniônicas, o que indica que a desprotonação da oxima para 
realizar a reação de desfosfiiação deve acontecer dento do sítio ativo da enzima. 

Por fim, é importante observar que a modelagem da inibição da serina realizada 
pelo grupo de Wang (WANG et al., 2006) forneceu resultados bem semelhantes: as 
barreiras da inibição da serina neutra (que atua como nucleófiio neste caso) são 
bem superiores às da inibição da serina desprotonada. Porém, tanto naquele traba- 
lho quanto no nosso, deve-se considerar a possibilidade de que moléculas de água 
ajudem a estabilizar os estados de transição destas reações, reduzindo substanci- 
almente as barreiras de energia encontradas. Estudos adicionais serão feitos, mo- 
delando-se a reativação pela formoxima com a presença de uma molécula de água 
explícita. 
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5 CONCLUSÃO 


Os agentes neurotóxicos de guerra química constituem uma das maiores amea- 
ças do mundo moderno. Sua alta letalidade e sua relativa facilidade de síntese os 
tornam armas em potencial para grupos terroristas ou para países que não aderiram 
à Convenção de Armas Químicas. Estes agentes atuam inibindo a enzima AChE, e 
seu tratamento geralmente consiste na administração de um anticolinérgico, um an- 
ticonvulsivo e uma oxima reativadora da AChE. Entretanto, nenhuma oxima é eficaz 
contra todos os agentes neurotóxicos conhecidos, o que exige a pesquisa de novos 
antídotos reativadores, bem como uma melhor compreensão do mecanismo pelo 
qual as oximas reativam a AChE fosfilada. 

Com esta finalidade, duas linhas de ação foram desenvolvidas ao longo desta 
tese. A primeira delas consistiu em tentativas de modelagem da reativação não- 
enzimática de um análogo da serina inibido por paraoxon por três oximas recente- 
mente sintetizadas em nosso grupo, bem como pela 2-PAM, sempre na forma des- 
protonada (oximato). A idéia consistia em comparar os resultados obtidos por estas 
modelagens com resultados experimentais, obtidos por ressonância magnética nu- 
clear, da reativação de AChE inibida por paraoxon por estas mesmas oximas. Infe- 
lizmente, apenas a modelagem da reativação por E-2-tiofenil aldoxima foi bem suce- 
dida, o que impediu a realização de comparações qualitativas entre as reativações 
por diferentes antídotos novos. 

A segunda linha consistiu em modelar a reativação não-enzimática de um aduto 
serina - análogo do sarin por diversos nucleófilos diferentes, a fim de melhor com- 
preender o mecanismo da reação de reativação e, se possível, propor novos antído- 
tos a serem testados como reativadores da AChE. Nossos modelos indicam que 
oximatos reagem por um mecanismo em três etapas, ao contrário de enolatos, pero- 
xilas, hidrazonatos e sulfenatos, que reativam a serina em quatro etapas. Foi levan- 
tada a hipótese deste mecanismo em três etapas constituir uma vantagem cinética 
dos oximatos em relação aos outros nucleófilos, embora as energias de ativação da 
reativação por aqueles não sejam as menores. 
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Os perfis de energia obtidos sugerem que, ao menos em teoria, hidrazonatos, 
peroxilas e, em menor escala, sulfenatos também teriam a capacidade de regenerar 
não-enzimaticamente a serina fosfilada. Peroxilas e sulfenatos usualmente são mui- 
to instáveis, mas há hidrazonas que são razoavelmente estáveis e que, em pH fisio- 
lógico, desprotonam-se facilmente. Assim, propomos as hidrazonas e hidrazonatos 
como uma nova classe de compostos a serem avaliados como reativadores da A- 
ChE fosfilada. Até onde seja de nosso conhecimento, não há registros na literatura 
de pesquisas com estes compostos como antídotos contra agentes neurotóxicos de 
guerra química ou inseticidas. 

Por fim, foi modelada a reativação do mesmo aduto serina - análogo do sarin 
pela formoxima protonada, a fim de esclarecer a questão sobre qual forma das oxi- 
mas (protonada ou desprotonada) é a ativa na reativação da AChE. Nosso modelo 
mostra que as barreiras de energia para a reativação pela formoxima são bem maio- 
res do que as da reação com formoximato, o que indica que, conforme a hipótese 
geralmente aceita, a forma ativa das oximas para a reativação da AChE é, de fato, a 
desprotonada. 

Como sugestões para trabalhos posteriores, podemos citar: 

a) repetição das modelagens descritas nesta tese com otimizações de geometria 
e cálculos de freqüência em modelo implícito de solvente, permitindo correções de 
energia do ponto zero e cálculos mais precisos de energia eletrônica em meio aquo- 
so, bem como avaliações de energias livres de Gibbs em solvente; 

b) continuação das tentativas de modelagem da reação de reativação do análo- 
go da serina descrito na Seção 3.1, inibido pelo paraoxon, pelas oximas 2-PAM, de- 
aza-PAM e E-2-furanil-aldoxima, bem como por outras oximas sintetizadas no IME, a 
fim de comparar qualitativamente os mecanismos de cada uma delas entre si e com 
os dados experimentais correspondentes e para determinar as características estru- 
turais e moleculares necessárias ou convenientes para incrementar a eficiência das 
oximas como potenciais inibidores; 

c) execução de estudos de dinâmica molecular para a reativação do aduto seri- 
na-análogo do sarin pelos diversos nucleófilos modelados nesta tese, possibilitando 
uma melhor compreensão do mecanismo de reação; 
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d) síntese, estudos de interação com o sítio ativo da AChE fosfilada, avaliação 
biológica e avaliação farmacológica de hidrazonas estruturalmente semelhantes às 
oximas já utilizadas como reativadoras da AChE (tais como 2-PAM, obidoxima e Hl- 
6), a fim de verificar a possibilidade de seu emprego como antídotos contra intoxica- 
ções por agentes neurotóxicos de guerra química e/ou por inseticidas organofosfo- 
rados; e 

e) modelagem da reação de reativação de análogos da serina inibidos pelo pa- 
raoxon e por agentes neurotóxicos, pelas hidrazonas planejadas e sintetizadas no 
IME, a fim de comparar qualitativamente os resultados teóricos com os dados expe- 
rimentais correspondentes; 


128 



6 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 


ACHARYA, J„ GUPTA, A. K„ MAZUMDER, A. & DUBEY, D. K. In vitro 
reactivation of sarin inhibited electric eel acetylcholinesterase by bis- 
pyridinium oximes bearing methoxy ether linkages. Toxicology in Vitro, Vol. 
22, p. 525-530, 2008. 


ANDERSSON, M. P. & UVDAL, P. New scale factors for harmonic vibrational 
frequencies using the B3LYP density functional method with the triple-Ç 
basis set 6-311+G(d,p). Journal of Physical Chemistry A, Vol. 109, p. 2937- 
2941,2005. 


ASHANI, Y., BHATTACHARJEE, A. K„ LEADER, H., SAXENA, A. & DOCTOR, B. P. 

Inhibition of cholinesterases with cationic phosphonyl oximes highlights 
distinctive properties of the charged pyridine groups of quaternary oxime 
reactivators. Biochemical Pharmacology, Vol. 66, p. 191-202, 2003. 


ASHANI, Y„ RADIC, Z„ TSIGELNY, I., VELLOM, D. C„ PICKERING, N. A., QUINN, 
D. M., DOCTOR, B. P. & TAYLOR, P. Amino acid residues controlling 
reactivation of organophosphonyl conjugates of acetylcholinesterase by 
mono- and bisquaternary oximes. The Journal of Biological Chemistry, Vol. 
270(11), p. 6370-6380, 1995. 


AXELSEN, P. H„ HAREL, M., SILMAN, I. & SUSSMAN, J. L Structure and 
dynamics of the active site gorge of acetylcholinesterase: synergistic use 
of molecular dynamics simulation and X-ray crystallography. Protein 
Science, Vol. 3, p. 188-197, 1994. 


BAJGAR, J„ HAJEK, P„ SLIZOVA, D., KRS, O., FUSEK, J„ KUCA, K„ JUN, D., 
BARTOSOVA, L. & BLAHA, V. Changes of acetylcholinesterase activity in 
different rat brain areas following intoxication with nerve agents: 
biochemical and histochemical study. Chemico-Biological Interactions, Vol. 
165, p. 14-21, 2007. 


BALLANTYNE, B., BISMUTH, C. & HALL, A. H. Cyanides: Chemical warfare agents 
and potential terrorist threats. In: MARRS, T. C., MAYNARD, R. L. & SIDELL, F. 
R. (ed.). Chemical warfare agents - toxicology and treatment. 2. Ed. West 
Sussex, Inglaterra: John Wiley & Sons Ltd, 2007, p. 495-542. 


129 



BARAK, D., KAPLAN, D., ORDENTLICH, A., ARIEL, N„ VELAN, B. & 
SHAFFERMAN, A. The aromatic “trapping” of the catalytic histidine is 
essential for efficient catalysis in acetylcholinesterase. Biochemistry, Voi. 
41, p. 8245-8252, 2002. 


BARAK, D., ORDENTLICH, A., KAPLAN, D., BARAK, R„ MIZRAHI, D., KRONMAN, 
C„ SEGALL, Y„ VELAN, B. & SHAFFERMAN, A. Evidence for P — N bond 
scission in phosphoroamidate nerve agent adducts of human 
acetylcholinesterase. Biochemistry, Vol. 39, 1 1 56-1 1 61 , 2000. 


BECKE, A. D. Density-functional exchange-energy approximation with correct 
asymptotic behavior. Physical fíeview A, Vol. 38, p. 3098-3100, 1988. 


BECKE, A. D. Density-functional thermochemistry. III. The role of exact 
exchange. Journal of Chemical Physics, Vol. 98(7), p. 5648-5652, 1993. 


BENCSURA, A., ENYEDY, I. & KOVACH, I. M. Origins and diversity of the aging 
reaction in phosphonate adducts of serine hydrolase enzymes: what 
characteristics of the active site do they probe? Biochemistry, Vol. 34, p. 
8989-8999,1995. 


BENSCHOP, H. P. & DE JONG, L. P. A. Nerve agent stereoisomers: analysis, 

isolation, and toxicology. Accounts of Chemical Research, Vol. 21, p. 368- 
374, 1988. 


BERENDSEN, H. J. C„ VAN DER SPOEL, D. & VAN DRUNEN, R. GROMACS: a 
message-passing parallel molecular dynamics implementation. Computer 
Physics Communications, Vol. 91, p. 43-56, 1995. 


BERMAN, H. M„ WESTBROOK, J„ FENG, Z„ GILLILAND, G„ BHAT, T. N„ 
WEISSIG, H„ SHINDYALOV, I. N„ & BOURNE, P. E. The Protein Data Bank. 
Nucleic Acids Research, Vol. 28, n° 1, p. 235-242, 2000 (http://www.pdb.org/). 


BERRY, R. S. Correlation of rates of intramolecular tunneling processes, with 
application to some group V compounds. Journal of Chemical Physics, Vol. 
32(3), p. 933-938, 1960. 


BLACK, R. M. & HARRISON, J. M. The chemistry of organophosphorus Chemical 
warfare agents. In: HARTLEY, F. R. (ed.). The chemistry of 


130 



organophosphorus compounds - Vol 4 - Ter- and quinque- phosphorus 
acids and their derivatives. John Wiley & Sons, Chichester, 1996, p. 781-840. 


BOTTI, S. A., FELDER, C. E„ LIFSON, S„ SUSSMAN, J. L & SILMAN, I. A 
modular treatment of molecular traffic through the active site of 
cholinesterase. Biophysical Journal, Vol. 77, p. 2430-2450, 1999. 


BOURNE, Y„ TAYLOR, P„ RADIC, Z. & MARCHOT, P. Structural insights into 
ligand interactions at the acetylcholinesterase peripheral anionic site. The 

EMBO Journal, Vol. 22, p. 1-12, 2003. 


BUNCEL, E„ CANNES, C„ CHATROUSSE, A.-P. & TERRIER, F. Reactions of 
oximate cc-nucleophiles with esters: evidence from solvation effects for 
substancial decoupling of desolvation and bond formation. Journal of the 
American Chemical Society, Vol. 124, p. 8766-8767, 2002. 


BUNCEL, E. & UM, l.-H. The oc-effect and its modulation by solvent. 

Tetrahedron, Vol. 60, p. 7801 -7825, 2004. 


CALIC, M„ VRDOLJAK, A. L, RADIC, B„ JELIC, D., JUN, D., KUCA, K. & 
KOVARIK, Z. In vitro and in vivo evaluation of pyridinium oximes: mode of 
interaction with acetylcholinesterase, effect on tabun- and soman-poisoned 
mice and their citotoxicity. Toxicology, Vol. 219, p. 85-96, 2006. 


CANCÈS, E., MENNUCCI, B. & TOMASI, J. A new integral equation formalism 
for the polarizable continuum model: theoretical background and 
applications to isotropic and anisotropic dielectrics. Journal of Chemical 
Physics, Vol. 107(8), p. 3032-3041, 1997. 


CANNARD, K. The acute treatment of nerve agent exposure. Journal of the 
Neurological Sciences, Vol. 249, p. 86-94, 2006. 


CARLETTI, E„ LI, H„ LI, B„ EKSTRÕM, F., NICOLET, Y„ LOIODICE, M„ GILLON, 
E„ FROMENT, M. T„ LOCKRIDGE, O., SCHOPFER, L M„ MASSON, P. & 
NACHON, F. Aging of cholinesterases phosphylated by tabun proceeds 
through O-dealkylation. Journal of the American Chemical Society, Vol. 130, p. 
16011-16020,2008. 


131 



CASTRO, A. T. & FIGUEROA-VILLAR, J. D. Molecular structure, conformational 
analysis and charge distribution of pralidoxime: ab initio and dft studies. 

International Journal of Quantum Chemistry, Vol. 89, p. 135-146, 2002. 


CASIDA, J. E. & QUISTAD, G. B. Why insecticides are more toxic to insects 
than people: the unique toxicology of insects. Journal of Pesticide Science, 
Vol. 29, p. 81-86, 2004. 


CASIDA, J. E. & QUISTAD, G. B. Serine hydrolase targets of organophosphorus 
toxicants. Chemico-Biological Interactions, Vol. 157-158, p. 277-283, 2005. 


CAVELL, R. G„ GIBSON, J. A. & THE, K. I. Phosphoranes. 8. Dynamic 13 C NMR 
studies of a series of fluxional tetraalkylphosphoranes (CF 3 ) 3 CH 3 PY [Y = F, 
Cl, OCH 3 , SCH 3 , N(CH 3 ) 2 ]. Inorganic Chemistry, Vol. 17(10), p. 2880-2885, 
1978. 


CONSELHO DE SEGURANÇA DAS NAÇÕES UNIDAS. Report of specialists 
appointed by the Secretary General to investigate allegations by the Islamic 
Republic of Iran concerning the use of Chemical weapons. UN Report 
S/16433. New York, NY: United Nations; 1984. 


CONSELHO DE SEGURANÇA DAS NAÇÕES UNIDAS. Report the mission 
dispatched by the Secretary General to investigate allegations of the use of 
Chemical weapons in the conflict between the Islamic Republic of Iran and 
Iraq. UN Report S/1 1791 1 . New York, NY: United Nations; 1986. 


CORBRIDGE, D. E. C. Phosphorus: an outline of its chemistry, biochemistry, 
and technology. 5 a Ed. Amsterdan, Países Baixos: Elsevier, 1995. 1220 p. 
ISBN 0-444-89307-5. 


COSSI, M„ BARONE, V., CAMMI, R. & TOMASI, J. Ab initio study of solvated 
molecules: a new implementation of the polarizable continuum model. 

Chemical Physics Letters, Vol. 255, p. 327-335, 1996. 


COSSI, M„ BARONE, V., MENNUCCI, B. & TOMASI, J. Ab initio study of ionic 
Solutions by a polarizable continuum dielectric model. Chemical Physics 
Letters, Vol. 286, p. 253-260, 1 998. 


COSSI, M„ SCALMANI, G„ REGA, N. & BARONE, V. New developments in the 
polarizable continuum model for quantum mechanical and classical 


132 



calculations on molecules in solution. Journal of Chemical Physics, Vol. 
117(1), p. 43-54, 2002. 


CRAMER, C. J. & GUSTAFSON, S. M. Hyperconjugation versus apicophilicity in 
trigonal-bipyramidal phosphorus species. Journal of the American Chemical 
Society , Vol. 115, p. 9315-9316, 1993. 


CURTIL, C. & MASSON, P. Le vieillissement des cholinestérases après 

inhibition par les organophosphorés. Annales Pharmaceutiques Françaises, 
Vol. 51(2), p. 63-77, 1993. 


CYGLER, M., SCHRAG, J. D., SUSSMAN, J. L, HAREL, M„ SILMAN, I., GENTRY, 
M. K. & DOCTOR, B. P. Relationship between sequence conservation and 
three-dimensional structure in a large family of esterases, lipases, and 
related proteins. Protein Science, Vol. 2, p. 366-382, 1993. 


DATABASE OF FREQUENCY SCALING FACTORS FOR ELECTRONIC 
STRUCTURE METHODS [online], 2007. Disponível: 

http://comp.chem.umn.edu/database/freq_scale.htm [capturado em 19 Out 
2008], 


DEBRUIN, K. E„ TANG, C.-l., JOHNSON, D. M. & WILDE, R. L. Kinetic facial 
selectivity in nucleophilic displacements at tetracoordinate phosphorus: 
kinetics and stereochemistry in the reaction of sodium ethoxyde with 0,S- 
dimethyl phenylphosphonothioate. Journal of the American Chemical Society, 
Vol. 111, p. 5871-5879, 1989. 


DENNINGTON II, R„ KEITH, T„ AND MILLAM, J. GaussView, Version 4.1, 
Semichem, Inc., Shawnee Mission, KS, 2007. 


DEWAR, M. J. S„ ZOEBISCH, E. G., HEALY, E. F. & STEWART, J. J. P. AM1 : a 
new general purpose quantum mechanical molecular model. Journal of the 
American Chemical Society, Vol. 107, p. 3902-3909, 1985. 


DOCTOR, B. P. & SAXENA, A. Bioscavengers for the protection of humans 
against organophosphate toxicity. Chemico-Biological Interactions, Vol. 157- 
158, p. 167-171, 2005. 


DODSON, G. & WLODAWER, A. Catalytic triads and their relatives. Trends in 
Biochemical Sciences, Vol. 23, p. 347-352, 1998. 


133 


DUNN, M. A., HACKLEY, B. E. & SIDELL, F. R. Pretreatment for nerve agent 
exposure. In: SIDELL, F.R., TAKAFUJI, E. T. & FRANZ, D.R. (ed.). Medicai 
aspects of Chemical and biological warfare. Textbook of military medicine. 

Office of the Surgeon General, US Army, Washington D.C., 1 997, p. 1 81 -196. 


EASTON, R. E„ GIESEN, D. J„ WELCH, A., CRAMER, C. J. & TRUHLAR, D. G. 
The MIDI! basis set for quantum mechanical calculations of molecular 
geometries and partial charges. Theoretica Chimica Acta, Vol. 93, p. 281-301 , 
1996. 


ECKERT, S„ EYER, P., MÜCKTER, H. & WOREK, F. Kinetic analysis of the 
protection afforded by reversible inhibitors against irreversible inhibition of 
acetylcholinesterase by highly toxic organophosphorus compounds. 

Biochemical Pharmacology, Vol. 72, p. 344-357, 2006. 


EDDLESTON, M„ BUCKLEY, N. A., EYER, P. & DAWSON, A. H. Management of 
acute organophosphorus pesticide poisoning. Lancet, Vol. 371, p. 597-607, 
2008. 


EDDLESTON, M„ DAWSON, A. H. & BUCKLEY, N. A. Management of acute 
organophosphorus pesticide poisoning - authors’ reply. Lancet, Vol. 371 , p. 
2170-2171, 2008a. 


EKSTRÕM, F., AKFUR, C., TUNEMALM, A.-K. & LUNDBERG, S. Structural 
changes of phenylalanine 338 and histidine 447 revealed by the cristal 
structure of tabun-inhibited murine acetylcholinesterase. Biochemistry, Vol. 
45, p. 74-81, 2006. 


EKSTRÕM, F. J., ASTOT, C. & PANG, Y.-P. Novel nerve-agent antidote design 
based on crystallographic and mass spectrometric analyses of tabun- 
conjugated acetylcholinesterase in complex with antidotes. Clinicai 
Pharmacology & Therapeutics, Vol. 82(3), p. 282-293, 2007. 


EKSTRÕM, F., PANG, Y.-P., BOMAN, M., ARTURSSON, E„ AKFUR, C. & 
BÕRJEGREN, S. Crystal structures of acetylcholinesterase in complex with 
HI-6, Ortho-7 and obidoxime: structural basis for differences in the ability to 
reactivate tabun conjugates. Biochemical Pharmacology, Vol. 72, p. 597-607, 
2006a. 


134 


ELHANANY, E„ ORDENTLICH, A., DGANY, O., KAPLAN, D., SEGALL, Y„ BARAK, 
R., VELAN, B. & SHAFFERMAN, A. Resolving pathways of interaction of 
covalent inhibitors with the active site of acetylcholinesterases: MALDI- 
TOF/MS analysis of various nerve agent phosphyl adducts. Chemical 
Research in Toxicology, Vol. 14, p. 912-918, 2001. 


ENYEDY, I. J„ KOVACH, I. M. & BROOKS, B. R. Alternate pathways for acetic 
acid and acetate ion release from acetylcholinesterase: a molecular 
dynamics study. Journal of the American Chemical Society, Vol. 120, p. 8043- 
8050,1998. 


EVRON, T„ GEYER, B. C„ CHERNI, I., MURALIDHARAN, M„ KILBOURNE, J„ 
FLETCHER, S. P., SOREQ, H. & MOR, T. S. Plant-derived human 
acetylcholinesterase-R provides protection from lethal organophosphate 
poisoning and its cronic aftermath. The FASEB Journal, Vol. 21, p. 2961- 
2969, 2007. 


EYER, P. The role of oximes in the management of organophosphorus 
pesticide poisoning. Toxicological fíeviews, Vol. 22(3), p. 165-190, 2003. 


EYER, P. A. & WOREK, F. Oximes. In: MARRS, T. C„ MAYNARD, R. L. & SIDELL, 
F. R. (ed.). Chemical warfare agents - toxicology and treatment. 2. Ed. 

West Sussex, Inglaterra: John Wiley & Sons Ltd, 2007, p. 305-329. 


FLORIÁN, J. & WARSFIEL, A. Phosphate ester hydrolysis in aqueous solution: 
associative versus dissociative mechanisms. Journal of Physical Chemistry 
B, Vol. 102, p. 719-734, 1998. 


FRISCH, M. J„ TRUCKS, G. W„ SCHLEGEL, H. B„ SCUSERIA, G. E„ ROBB, M. 
A., CHEESEMAN, J. R., MONTGOMERY, JR„ J. A., VREVEN, T„ KUDIN, K. N„ 
BURANT, J. C„ MILLAM, J. M„ IYENGAR, S. S., TOMASI, J„ BARONE, V., 
MENNUCCI, B„ COSSI, M„ SCALMANI, G„ REGA, N„ PETERSSON, G. A., 
NAKATSUJI, H„ HADA, M„ E FIARA, M„ TOYOTA, K„ FUKUDA, R„ 
HASEGAWA, J„ ISHIDA, M„ NAKAJIMA, T„ HONDA, Y„ KITAO, O., NAKAI, H„ 
KLENE, M„ LI, X., KNOX, J. E., HRATCHIAN, H. P„ CROSS, J. B„ BAKKEN, V., 
ADAMO, C„ JARAMILLO, J„ GOMPERTS, R„ STRATMANN, R. E„ YAZYEV, 
O., AUSTIN, A. J„ CAMMI, R., POMELLI, C., OCHTERSKI, J. W„ AYALA, P. Y„ 
MOROKUMA, K„ VOTH, G. A., SALVADOR, P„ DANNENBERG, J. J„ 
ZAKRZEWSKI, V. G„ DAPPRICH, S„ DANIELS, A. D., STRAIN, M. C„ 
FARKAS, O., MALICK, D. K„ RABUCK, A. D., RAGHAVACHARI, K., 
FORESMAN, J. B„ ORTIZ, J. V., CUI, Q„ BABOUL, A. G„ CLIFFORD, S„ 
CIOSLOWSKI, J„ STEFANOV, B. B„ LIU, G„ LIASHENKO, A., PISKORZ, P„ 
KOMAROMI, I., MARTIN, R. L, FOX, D. J„ KEITH, T„ AL-LAHAM, M. A., PENG, 


135 



C. Y„ NANAYAKKARA, A., CHALLACOMBE, M„ GILL, P. M. W„ JOHNSON, B„ 
CHEN, W„ WONG, M. W„ GONZALEZ, C. & POPLE, J. A. Gaussian 03, 
Revision D. 01, Gaussian, Inc.: Wallingford CT, 2004. 


FUKUI, K. The path of Chemical reactions - the IRC approach. Accounts of 
Chemical Research. Vol. 14(12), p. 363-368, 1981. 


FUKUTO, T. R. Mechanism of action of organophosphorus and carbamate 
insecticides. Environmental Health Perspectives, Vol. 87, p. 245-254, 1990. 


FUXREITER, M. & WARSHEL, A. Origin of the catalytic power of 
acetylcholinesterase: Computer simulation studies. Journal of the American 
Chemical Society, Vol. 120, p. 183-194, 1998. 


GIACOBINI, E. Cholinesterase inhibitors: new roles and therapeutic 
alternatives. Pharmacological Research, Vol. 50, p. 433-440, 2004. 


GIBNEY, G„ CAMP, S„ DIONNE, M„ MACPHEE-QUIGLEY, K. & TAYLOR, P. 
Mutagenesis of essential functional residues in acetylcholinesterase. 

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America, Vol. 87, p. 7546-7550, 1990. 


GONÇALVES, A. S„ FRANÇA, T. C. C„ SILVA, A. W. S. & FIGUEROA-VILLAR, J. 
D. Molecular dynamics of the interaction of pralidoxime and 
deazapralidoxime with acetylcholinesterase inhibited by the neurotoxic 
agent tabun. Journal of the Braziiian Chemical Society, Vol. 17, p. 968-975, 
2006 


GONZALEZ, C. & SCHLEGEL, H. B. Reaction path following in mass-weighted 
internai coordinates. Journal of Physical Chemistry, Vol. 94, p. 5523-5527, 
1990. 


GREENFIELD, R. A., BROWN, B. R„ HUTCHINS, J. B., IANDOLO, J. J„ JACKSON, 
R., SLATER, L. N. & BRONZE, M. S. Microbiological, biological and 
Chemical weapons of warfare and terrorism. The American Journal of the 
Medicai Sciences, Vol. 323(6), p. 326-340, 2002. 


GREENFIELD, S. A., ZIMMERMANN, M. & BOND, C. E. Non-hydrolytic functions 
of acetylcholinesterase - the significance of C-terminal peptides. FEBS 
Journal, Vol. 275, p. 604-61 1 , 2008. 


136 



GUPTA, R. C. Classification and uses of organophosphates and carbamates. In: 
GUPTA, R. C. (ed.). Toxicology of organophosphate & carbamate 
compounds. 1. Ed. Londres, Inglaterra: Elsevier Academic Press, 2006, p. 5- 
24. 


HAREL, M„ QUINN, D. M„ NAIR, H. K„ SILMAN, I. & SUSSMAN, J. L The X-ray 
structure of transition State analog complex reveals the molecular origins 
of the catalytic power and substrate specificity of acetylcholinesterase. 

Journal of the American Chemical Society, Vol. 118, p. 2340-2346, 1996. 


HAREL, M„ SCHALK, I., EHRET-SABATIER, L, BOUET, F„ GOELDNER, M„ 
HIRTH, C„ AXELSEN, P. H„ SILMAN, I. & SUSSMAN, J. L Quaternary ligand 
binding to aromatic residues in the active-site gorge of 
acetylcholinesterase. Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America, Vol. 90, p. 9031-9035, 1993. 

HE, X.-C., FENG, S„ WANG, Z.-F., SHI, Y„ ZHENG, S„ XIA, Y„ JIANG, H„ TANG, 
X.-C. & BAI, D. Study on dual-site inhibitors of acetylcholinesterase: highly 
potent derivatives of bis- and bifunctional huperzine B. Bioorganic & 
Medicinal Chemistry, Vol. 15, p. 1394-1408, 2007. 


HERTWIG, R. H. & KOCH, W. On the parameterization of the local correlation 
functional - what is Becke-3-LYP? Chemical Physics Letters, Vol. 268, p. 
345-351, 1997. 


HMOUDA, H„ SALEM, C. B. & BOURAOUI, K. Management of acute 
organophosphorus pesticide poisoning. Lancet, Vol. 371, p. 2169-2170, 
2008. 


HOSEA, N. A., BERMAN, H. A. & TAYLOR, P. Specificity and orientation of 
trigonal carboxyl esters and tetrahedral alkylphosphonyl esters in 
cholinesterases. Biochemistry, Vol. 34, p. 11528-11536, 1995. 


HUANG, Y.-J., HUANG, Y„ BALDASARRE, H„ WANG, B„ LAZARIS, A., LEDUC, 
M„ BILODEAU, A. S„ BELLEMARE, A., CÔTÉ, M„ HERSKOVITS, P„ TOUATI, 
M„ TURCOTTE, C„ VALEANU, L, LEMÉE, N„ WILGUS, H„ BÉGIN, I., 
BHATIA, B„ RAO, K„ NEVEU, N„ BROCHU, E„ PIERSON, J„ HOCKLEY, D. 
K., CERASOLI, D. M„ LENZ, D. E„ KARATZAS, C. N. & LANGERMANN, S. 
Recombinant human butyrylcholinesterase from milk of transgenic animais 
to protect against organophosphate poisoning. Proceedings of the National 


137 



Academy of Sciences of the United States of America, Vol. 104(34), p. 13603- 
13608,2007. 


JENSEN, F. Introduction to computational chemistry. 2 a Ed. Chichester, West 
Sussex, England: John Wiley & Sons Ltd., 2007. 599 p. ISBN 13 978-0-480- 
01 1 86-7 (H/B), 1 2 978-0-470-01 1 87-4 (P/B). 


JOKANOVIC, M. Biotransformation of organophosphorus compounds. 

Toxicoiogy, Vol. 166, p. 139-160, 2001. 


JOKANOVIC, M. & STOJILJKOVIC, M. P. Current understanding of the 
application of pyridinium oximes as cholinesterase reactivators in 
treatment of organophosphate poisoning. European Journal of 
Pharmacology, Vol. 553, p. 10-17, 2006. 


JUN, D., KUCA, K„ PICHA, J„ KOLECKAR, V. & MAREK, J. Potency of novel 
oximes to reactivate sarin inhibited human cholinesterases. Drug and 
Chemical Toxicoiogy, Vol. 31 , p. 1-9, 2008. 


KAPLAN, D., BARAK, D., ORDENTLICH, A., KRONMAN, C„ VELAN, B. & 
SHAFFERMAN, A. Is aromaticity essential for trapping the catalytic 
histidine 447 in human acetylcholinesterase? Biochemistry, Vol. 43, p. 3129- 
3136, 2004. 


KASSA, J. Review of oximes in the antidotal treatment of poisoning by 
organophosphorus nerve agents. Journal of Toxicoiogy - Clinicai Toxicoiogy, 
Vol. 40(6), p. 803-816, 2002. 


KASSA, J., JUN, D., KUCA, K. & BAJGAR, J. Comparison of reactivating and 
therapeutic efficacy of two salts of the oxime HI-6 against tabun, soman 
and cyclosarin in rats. Basic & Clinicai Pharmacology & Toxicoiogy, Vol. 101, 
p. 328-332, 2007. 


KASSA, J. & KARASOVA, J. A comparison of the potency of newly developed 
oximes (K074, K075) and commonly used oximes (obidoxime, HI-6) to 
counteract tabun-induced neurotoxicity in rats. Toxicoiogy, Vol. 229, p. 136- 
144,2007. 


KASSA, J„ KARASOVA, J„ MUSILEK, K. & KUCA, K. An evaluation of 
therapeutic and reactivating effects of newly developed oximes (Kl 56, 


138 



K203) and commonly used oximes (obidoxime, trimedoxime, HI-6) in tabun- 
poisoned rats and mice. Toxicology, Vol. 243, p. 31 1 -31 6, 2008. 


KIDERLEN, D., WOREK, F„ KLIMMEK, R. & EYER, P. The phosphoryl oxime- 
destroying activity of human plasma. Archives of Toxicology, Vol. 74, p. 27- 
32,2000. 


KIM, T., KUCA, K., JUN, D. & JUNG, Y. Design and synthesis of new bis- 
pyridinium oxime reactivators for acetylcholinesterase inhibited by 
organophosphorus nerve agents. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 
Vol. 15, p. 2914-2917, 2005. 


KOELLNER, G„ KRYGER, G„ MILLARD, C. B„ SILMAN, I., SUSSMAN, J. L. & 
STEINER, T. Active-site gorge and buried water molecules in crystal 
structures of acetylcholinesterase from Torpedo californica. Journal of 
Molecular Biology, Vol. 296, p. 713-735, 2000. 


KRISHNAN, R„ BINKLEY, J. S„ SEEGER, R. & POPLE, J. A. Self-consistent 
molecular orbital methods. XX. A basis set for correlated wave functions. 

Journal of Chemical Physics, Vol. 72(1), p. 650-654, 1980. 


KROPP, T. J„ GLYNN, P. & RICHARDSON, R. J. The mipafox-inhibited catalytic 
domain of human neuropathy target esterase ages by reversible proton 
loss. Biochemistry, Vol. 43, p. 3716-3722, 2004. 


KROPP, T. J. & RICHARDSON, R. J. Aging of mipafox-inhibited human 
acetylcholinesterase proceeds by displacement of both isopropylamine 
groups to yield a phosphate adduct. Chemical Research in Toxicology, Vol. 
19, p. 334-339, 2006. 


KROPP, T. J. & RICHARDSON, R. J. Mechanism of aging of mipafox-inhibited 
butyrylcholinesterase. Chemical Research in Toxicology, Vol. 20, p. 504-510, 
2007. 


KUCA, K„ BARTOSOVA, L, KASSA, J„ CABAL, J„ BAJGAR, J., KUNESOVA, G. & 
JUN, D. Comparison of the potency of newly developed and currently 
available oximes to reactivate nerve agent-inhibited acetylcholinesterase in 
vitro and in vivo. Extended Abstracts / Chemico-Biological Interactions, Vol. 
157-158, p. 367-368, 2005. 


139 



KUCA, K., JUN, D., CABAL, J„ HRABINOVA, M„ BARTOSOVA, L & 
OPLETALOVA, V. Russian VX: inhibition and reactivation of 
acetylcholinesterase compared with VX agent. Basic & Clinicai 
Phamarcotogy & Toxicology, Vol. 98, p. 389-394, 2006. 


KUCA, K., JUN, D., CABAL, J. & MUSILOVA, L. Bisquaternary oximes as 
reactivators of tabun-inhibited human brain cholinesterases: an in vitro 
study. Basic & Clinicai Pharmacology & Toxicology, Vol. 1 01 , p. 25-28, 2007. 


KUCA, K„ JUN, D., KIM, T„ CABAL, J. & JUNG, Y. In vitro evaluation of new 
acetylcholinesterase reactivators as casual antidotes against tabun and 
cyclosarin. Bulletin of the Korean Chemical Society, Vol. 27, n° 3, p. 395-398, 
2006a. 


KUCA, K., JUN, D. & MUSILEK, K. Structural requirements of 
acetylcholinesterase reactivators. Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, Vol. 
6, p. 269-277, 2006b. 


KWONG, T. C. Organophosphate pesticides: biochemistry and clinicai 
toxicology. Therapeutic Drug Monitoring, Vol. 24, p. 144-149, 2002. 


LEACH, A. R. Molecular modelling: principies and applications. 2 a Ed. Essex, 
UK, Pearson Educated Limited, 2001. 744 p. ISBN 0-582-38210-6. 


LEE, C., YANG, W. & PARR, R. G. Development of of the Colle-Salvetti 
correlation energy formula into a functional of the electron density. 

Physical fíeview B, Vol. 37(2), p. 785-789, 1 988. 


LENZ, D. E„ YEUNG, D., SMITH, J. R., SWEENEY, R. E., LUMLEY, L A. & 
CERASOLI, D. M. Stoichiometric and catalytic scavengers as protection 
against nerve agent toxicity: a mini-review. Toxicology, Vol. 233, p. 31-39, 
2007. 


LINDAHL, E„ HESS, B. & VAN DER SPOEL, D. GROMACS 3.0: a package for 
molecular simulation and trajectory analysis. Journal of Molecular Modeling, 
Vol. 7, p. 306-317, 2001. 


LUCIC, A., RADIC, B„ PERAICA, M„ MESIC, M„ PRIMOZIC, I. & BINENFELD, Z. 
Antidotal efficacy of quinuclidinium oximes against soman poisoning. 

Archives of Toxicology, Vol. 71 , p. 467-470, 1997. 


140 



LUO, C„ SAXENA, A., SMITH, M„ GARCIA, G„ RADIC, Z„ TAYLOR, P. & 
DOCTOR, B. P. Phosphoryl oxime inhibition of acetylcholinesterase during 
oxime reactivation is prevented by edrophonium. Biochemistry, Vol. 38, p. 
9937-9947,1999. 


LYNCH, B. J„ FAST, P. L, HARRIS, M. & TRUHLAR, D. G. Adiabatic connection 
for kinetics. Journal of Physical Chemistry A, Vol. 1 04, p. 481 1 -481 5, 2000. 


LYNCH, B. J. & TRUHLAR, D. G. How well can hybrid density functional 
methods predict transition State geometries and barrier heights? Journal of 
Physical Chemistry A, Vol. 105, p. 2936-2941 , 2001 . 


MA, J. C. & DOUGHERTY, D. A. The cation-n; interaction. Chemical fíeviews, Vol. 
97, p. 1303-1324, 1997. 


MACILWAIN, C. Study proves Iraq used nerve gas. Nature, Vol. 363, p. 3, 1993. 


MACPHEE-QUIGLEY, K„ TAYLOR, P. & TAYLOR, S. Primary structures of the 
catalytic subunites from two molecular forms of acetylcholinesterase. The 

Journal of Biological Chemistry, Vol. 260, n°22, p. 12185-12189, 1985. 


MAJUMDAR, D., ROSZAK, S. & LESZCZYNSKI, J. Probing the 
acetylcholinesterase inhibition of sarin: a comparative interaction study of 
the inhibitor and acetylcholine with a model enzyme cavity. Journal of 
Physical Chemistry B, Vol. 1 10, p. 13597-13607, 2006. 


MARCH, J. Advanced organic chemistry: reactions, mechanisms, and 
structure. 4 a Ed. New York, USA: John Wiley & Sons Inc., 1992. 1495 p. 
ISBN 0-471-60180-2. 


MARRS, T. C. Toxicology of organophosphate nerve agents. In: MARRS, T. C., 
MAYNARD, R. L. & SIDELL, F. R. (ed.). Chemical warfare agents - 
toxicology and treatment. 2. Ed. West Sussex, Inglaterra: John Wiley & Sons 
Ltd, 2007, p. 191-221. 


MASSON, P„ FROMENT, M.-T., GILLON, E„ NACHON, F„ LOCKRIDGE, O. & 
SCHOPFER, L. M. Hydrolysis of oxo- and thio-esters by human 


141 



butyrylcholinesterase. Biochimica et Biophysica Acta, Vol. 1774, p. 16-34, 
2007. 


MAXWELL, D. M„ BRECHT, K. M„ KOPLOVITZ, I. & SWEENEY, R. E. 
Acetylcholinesterase inhibition: does it explain the toxicity of 
organophosphorus compounds? Archives of Toxicology, Vol. 80, p. 756-760, 
2006. 


MAXWELL, D. M„ KOPLOVITZ, I., WOREK, F. & SWEENEY, R. E. A structure- 
activity analysis of the variation in oxime efficacy against nerve agents. 

Toxicology and Applied Pharmacology, Vol. 231, p. 157-164, 2008. 


MAYER, I. Charge, bond order and valence in the ab initio SCF theory. 

Chemical Physics Letters, Vol. 97, p. 270-274, 1983. 


MAYNARD, R. L. Opinions of Chemical warfare. In: MARRS, T. C., MAYNARD, R. 
L. & SIDELL, F. R. (ed.). Chemical warfare agents - toxicology and 
treatment. 2. Ed. West Sussex, Inglaterra: John Wiley & Sons Ltd, 2007, p. 1- 
20 . 


MCDONOUGH, J. H. & SHIH, T.-M. Atropine and other anticholinergic drugs. In: 
MARRS, T. C„ MAYNARD, R. L. & SIDELL, F. R. (ed.). Chemical warfare 
agents - toxicology and treatment. 2. Ed. West Sussex, Inglaterra: John 
Wiley & Sons Ltd, 2007, p. 287-303. 


MENKE, J. L. & PATTERSON, E. V. Quantum mechanical calculations on the 
reaction of ethoxide anion with 0,S-dimethyi methylphosphonothiolate. 

Journal of Molecular Structure: THEOCHEM , Vol. 81 1 , p. 281 -291 , 2007. 


MENNUCCI, B. & TOMASI, J. Continuum solvation models: a new approach to 
the problem of solute’s charge distribution and cavity boundaries. Journal 
of Chemical Physics, Vol. 106(12), p. 5151-5158, 1997. 


MIEHLICH, B„ SAVIN, A., STOLL, H. & PREUSS, H. Results obtained with the 
correlation energy density functionals of Becke and Lee, Yang and Parr. 

Chemical Physics Letters, Vol. 157(3), p. 200-206, 1989. 


MILLARD, C. B„ KOELLNER, G„ ORDENTLICH, A., SHAFFERMAN, A., SILMAN, I. 
& SUSSMAN, J. L. Reaction products of acetylcholinesterase and VX reveal 


142 



a mobile histidine in the catalytic triad. Journal of the American Chemical 
Society, Vol. 121, p. 9883-9884, 1999a. 


MILLARD, C. B„ KRYGER, G„ ORDENTLICH, A., GREENBLAT, H. M„ HAREL, M„ 
RAVES, M. L, SEGALL, Y„ BARAK, D., SHAFFERMAN, A., SILMAN, I. & 
SUSSMAN, J. L. Crystal structures of aged phosphonylated 
acetylcholinesterase: nerve agent reaction products at the atomic levei. 

Biochemistry, Vol. 38, p. 7032-7039, 1999b. 


MINISTÉRIO DO EXÉRCITO - ESTADO-MAIOR DO EXÉRCITO. Manual de 
Campanha - Operações químicas, biológicas e nucleares - Defesa contra 
ataques químicos, biológicos e nucleares. 1 a ed., 1 987. 


MISLOW, K. Role of pseudorotation in the stereochemistry of nucleophilic 
displacement reactions. Accounts of Chemical Research, Vol. 3(10), p. 321 - 
331,1970. 


MORALES-ROJAS, Fl. & MOSS, R. A. Phosphorolytic reactivity of o- 
iodosylcarboxylates and related nucleophiles. Chemical Reviews, Vol. 102, 
p. 2497-2521, 2002. 


MORETTO, A. Experimental and clinicai toxicology of anticholinesterase 
agents. Toxicology Letters, Vol. 102-103, p. 509-513, 1998. 


MUETTERTIES, E. L, MAHLER, W. & SCHMUTZLER, R. Stereochemistry of 
phosphorus (V) fluorides. Inorganic Chemistry, Vol. 2(3), p. 613-618, 1963. 


MUSILEK, K., HOLAS, O., JUN, D., DOHNAL, V., GUNN-MOORE, F., 
OPLETALOVA, V., DOLEZAL, M. & KUCA, K. Monooxime reactivators of 
acetylcholinesterase with (E)-but-2-ene linker - preparation and 
reactivation of tabun and paraoxon-inhibited acetylcholinesterase. 

Bioorganic & Medicinal Chemistry, Vol. 15, p. 6733-6741 , 2007. 


MUSILEK, K„ JUN, D., CABAL, J„ KASSA, J„ GUNN-MOORE, F. & KUCA, K. 

Design of a potent reactivator of tabun-inhibited acetylcholinesterase - 
synthesis and evaluation of (E)-1-(4-carbamoylpyridinium)-4-(4- 
hydroxyiminomethylpyridinium)-but-2-ene dibromide (K203). Journal of 
Medicinal Chemistry, Vol. 50, p. 5514-5518, 2007a. 


143 



NACHON, F., STOJAN, J. & FOURNIER, D. Insights into substrate and product 
traffic in the Drosophila melanogaster acetylcholinesterase active site 
gorge by enlarging a back channel. FEBS Journal, Vol. 275, p. 2659-2664, 
2008. 


NAGAO, M„ TAKATORI, T„ MATSUDA, Y„ NAKAJIMA, M., IWASE, H. & 
IWADATE, K. Definitive evidence for the acute sarin poisoning diagnosis in 
the Tokyo subway. Toxicology and Applied Pharmacology, Vol. 144, p. 198- 
203,1997. 


NEMUKHIN, A. V., LUSHCHEKINA, S. V., BOCHENKOVA, A. V., GOLUBEVA, A. A. 
& VARFOLOMEEV, S. D. Characterization of a complete cycle of 
acetylcholinesterase catalysis by ab initio QM/MM modeling. Journal of 
Molecular Modeling, Vol. 14, p. 409-416, 2008. 


NOZAKI, H„ AIKAWA, N„ FUJISHIMA, S„ SUZUKI, M„ SHINOZAWA, Y„ HORI, S. 
& NOGAWA, S. A case of VX poisoning and the difference from sarin. 

Lancet, Vol. 346, p. 698-699, 1995. 


OLLIS, D. L, CHEAH, E„ CYGLER, M„ DIJKSTRA, B„ FROLOW, F„ FRANKEN, S. 
M„ HAREL, M„ REMINGTON, S. J„ SILMAN, I., SCHRAG, J. D., SUSSMAN, J. 
L, VERSCHUEREN, K. H. G. & GOLDMAN, A. The a/p hydrolase fold. 
Protein Enginnering , Vol. 5, p. 197-21 1 , 1992. 


ORDENTLICH, A., BARAK, D., KRONMAN, C„ ARIEL, N„ SEGALL, Y„ VELAN, B. 
& SFIAFFERMAN, A. Functional characteristics of the oxyanion hole in 
human acetylcholinesterase. The Journal of Biological Chemistry, Vol. 273, n° 
31, p. 19509-19517, 1998. 


ORDENTLICH, A., BARAK, D., KRONMAN, C„ BENSCHOP, H. P„ DE JONG, L. P. 
A., ARIEL, N„ BARAK, R„ SEGALL, Y„ VELAN, B. & SHAFFERMAN, A. 

Exploring the active center of human acetylcholinesterase with stereomers 
of an organophosphorus inhibitor with two chiral centers. Biochemistry, Vol. 
38, p. 3055-3066, 1999. 


ORDENTLICH, A., BARAK, D., SOD-MORIAH, G„ KAPLAN, D., MIZRAHI, D., 
SEGALL, Y., KRONMAN, C„ KARTON, Y„ LAZAR, A., MARCUS, D., VELAN, B. 
& SHAFFERMAN, A. Stereoselectivity toward VX is determined by 
interactions with residues of the acyl pocket as well as of the peripheral 
anionic site of AchE. Biochemistry, Vol. 43, p. 11255-11265, 2004. 


144 



ORDENTLICH, A., BARAK, D., SOD-MORIAH, G„ KAPLAN, D., MIZRAHI, D., 
SEGALL, Y., KRONMAN, C„ KARTON, Y„ LAZAR, A., MARCUS, D., VELAN, B. 
& SHAFFERMAN, A. The role of AchE active site gorge in determining 
stereoselectivity of charged and noncharged VX enantiomers. Chemico- 
Biological Interactions, Vol. 157-158, p. 191-198, 2005. 


ORDENTLICH, A., KRONMAN, C„ BARAK, D., STEIN, D., ARIEL, N„ MARCUS, D., 
VELAN, B. & SHAFFERMAN, A. Engineering resistance to ‘aging’ of 
phosphylated human acetylcholinesterase - role of hydrogen bond network 
in the active center. FEBS Letters, vol. 334(2), p. 215-220, 1993. 


ORGANIZAÇÃO PARA A PROIBIÇÃO DE ARMAS QUÍMICAS [online], 2008. 
Disponível: http://www.opcw.org/ [capturado em 15 Nov 2008]. 


PANG, Y.-P., KOLLMEYER, T. M„ HONG, F., LEE, J.-C., HAMMOND, P. I., 
HAUGABOUK, S. P. & BRIMIJOIN, S. Rational design of alkylene-linked bis- 
pyridiniumaldoximes as improved acetylcholinesterase reactivators. 

Chemistry and Biology, Vol. 10, p. 491-502, 2003. 


PATTERSON, E. V. & FOUNTAIN, K. R. On gas phase oc-effects. 1. The gas- 
phase manifestation and potential SET character. Journal of Organic 
Chemistry, Vol. 71, p. 8121-8125, 2006. 


QIAN, N. & KOVACH, I. M. Key active site residues in the inhibition of 
acetylcholinesterases by soman. FEBS Letters, vol. 336(2), p. 263-266, 1993. 


QUINN, D. M. Acetylcholinesterase: enzyme structure, reaction dynamics, and 
virtual transition States. Chemical fíeviews, Vol. 87, p. 955-979, 1987. 


RADIC, Z. & TAYLOR, P. Structure and function of cholinesterases. In: GUPTA, R. 
C. (ed.). Toxicology of organophosphate & carbamate 
compounds. 1. Ed. Londres, Inglaterra: Elsevier Academic Press, 2006, p. 
161-186. 


RAFAI, M. A., BOULAAJAJ, F. Z„ BOUREZGUI, M„ CHARRA, B„ OTMANI, H. E„ 
BENSLAMA, A., MOTAOUAKKIL, S. & SLASSI, I. Aspects cliniques et 
électrophysiologiques de 1’intoxication aigué aux organophosphorés. 

Neurophysiologie Clinique, Vol. 37, p. 35-39, 2007. 


145 



REED, A. E., CURTISS, L. A. & WEINHOLD, F. Intermolecular interactions from 
a natural bond orbital, donor-acceptor viewpoint. Chemical fíeviews, Vol. 88, 
p. 899-926, 1988. 


REN, Y. & YAMATAKA, H. The oc-effect in gas-phase Sn2 reactions: existence 

and the origin of the effect. Journal of Organic Chemistry, Vol. 72, p. 5660- 
5667, 2007. 


RIPOLL, D. R„ FAERMAN, C. H„ AXELSEN, P. H„ SILMAN, I. & SUSSMAN, J. L. 
An electrostatic mechanism for substrate guidance down the aromatic 
gorge of acetylcholinesterase. Proceedings of the National Academy of 
Sciences ofthe United States of America, Vol. 90, p. 5128-5132, 1993. 


ROCFIU, D., CFIABRIÈRE, E. & MASSON, P. Human paraoxonase: a promising 
approach for pre-treatment and therapy of organophosphorus poisoning. 

Toxicoiogy, Vol. 233, p. 47-59, 2007. 


ROSENBERRY, T. L. Catalysis by acetylcholinesterase: evidence that the rate- 
limiting step for acylation with certain substrates precedes general acid- 
catalysis. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 
States of America, Vol. 72(10), p. 3834-3838, 1975. 


ROSENBERRY, T. L, JOHNSON, J. L, CUSACK, B„ THOMAS, J. L, EMANI, S. & 
VENKATASUBBAN, K. S. Interactions between the peripheral site and the 
acylation site in acetylcholinesterase. Chemico-Biological Interactions, Vol. 
157-158, p. 181-189, 2005. 


ROZENGART, E. V., BASOVA, N. E. & SUVOROV, A. A. How thionphosphonates 
inhibit activity of different cholinesterases. Journal of Evolutionary 
Biochemistry and Physiology, Vol. 43(2), p. 164-173, 2007. 


SANTANNA, C. M. R., VIANA, A. S & JUNIOR, N. M. N. A semiempirical study of 
acetylcholine hydrolysis catalyzed by Drosophila melanogaster 
acetylcholinesterase. Bioorganic Chemistry, Vol. 34, p. 77-89, 2006. 


SANTOS, V. M. R„ DONNICI, C. L, DACOSTA, J. B. N. & CAIXEIRO, J. M. R. 

Compostos organofosforados pentavalentes: histórico, métodos sintéticos 
de preparação e aplicações como inseticidas e agentes antitumorais. 

Química Nova, Vol. 30(1), p. 159-170, 2007. 


146 



SAXENA, A., VIRAGH, C„ FRAZIER, D. S„ KOVACH, I. M„ MAXWELL, D. M„ 
LOCKRIDGE, O. & DOCTOR, B. P. The pH dependence of dealkylation in 
soman-inhibited cholinesterases and their mutants: further evidence for a 
push-pull mechanism. Biochemistry, Vol. 37, p. 15086-15096, 1998. 


SCHUMACHER, M„ CAMP, S„ MAULET, Y„ NEWTON, M„ MACPHEE-QUIGLEY, 
K, TAYLOR, S. S„ FRIEDMANN, T. & TAYLOR, P. Primary structure of 
Torpedo californica acetylcholinesterase deduced from its cDNA sequence. 

Nature, Vol. 31 9, p. 407-409, 1 986. 


SCHÜTTELKOPF, A. W. & VAN AALTEN, D. M. F. PRODRG: a tool for high- 
throughput crystallography of protein-ligand complexes. Acta Crystallographica, 
Vol. D60, p. 1355-1363, 2004. 


SCOTT, L. Pretreatment for nerve agent poisoning. In: MARRS, T. C., MAYNARD, 
R. L. & SIDELL, F. R. (ed.). Chemical warfare agents - toxicology and 
treatment. 2. Ed. West Sussex, Inglaterra: John Wiley & Sons Ltd, 2007, p. 
343-353. 


SECKUTÉ, J„ MENKE, J. L, EMNETT, R. J„ PATTERSON, E. V. & CRAMER, C. J. 

Ab initio molecular orbital and density functional studies on the solvolysis 
of sarin and 0,S-dimethyl methylphosphonothiolate, a VX-like compound. 

Journal of Organic Chemistry, Vol. 70(22), p. 8649-8660, 2005. 


SEGALL, Y„ WAYSBORT, D., BARAK, D., ARIEL, N„ DOCTOR, B. P„ 
GRUNWALD, J. & ASHANI, Y. Direct observation and elucidation of the 
structures of aged and nonaged phosphorylated cholinesterases by 31 P 
NMR spectroscopy. Biochemistry, Vol. 32, p. 13441-13450, 1993. 


SELWOOD, T„ FEASTER, S. R„ STATES, M. J„ PRYOR, A. N. & QUINN, D. M. 
Parallel mechanisms in acetylcholinesterase-catalyzed hydrolysis of 
choline esters. Journal of the American Chemical Society, Vol. 115, p. 10477- 
10482,1993. 


SHAFFERMAN, A., BARAK, D., KAPLAN, D., ORDENTLICH, A., KRONMAN, C. & 
VELAN, B. Functional requirements for the optimal catalytic configuration 
of the AChE active center. Chemico-Biological Interactions, Vol. 157-158, p. 
123-131,2005. 


SHAFFERMAN, A., KRONMAN, C„ FLASHNER, Y„ LEITNER, M„ GROSFELD, H„ 
ORDENTLICH, A., GOZES, Y„ COHEN, S„ ARIEL, N„ BARAK, D., HAREL, M„ 


147 



SILMAN, I., SUSSMAN, J. L & VELAN, B. Mutagenesis of human 
acetylcholinesterase - Identification of residues involved in catalytic 
activity and in polypeptide folding. The Journal of Biological Chemistry, Vol. 
267(25), p. 1 7640-1 7648, 1 992. 


SHAFFERMAN, A., ORDENTLICH, A., BARAK, D., STEIN, D., ARIEL, N. & VELAN, 

B. Aging of phosphylated human acetylcholinesterase: catalytic processes 
mediated by aromatic and polar residues of the active centre. Biochemical 
Journal, Vol. 318, p. 833-840, 1996. 


SFIEN, Z.-X. Rationale for diagnosing deficiency of ChEs and for applying 
exogenous HuChEs to the treatment of diseases. Medicai Hypotheses, Vol. 
70, p. 43-51, 2008. 


SHIH, T.-M., KAN, R. K. & MCDONOUGH, J. Fl. In vivo cholinesterase inhibitory 
specificity of organophosphorus nerve agents. Chemico-Blological 
Interactions, Vol. 157-158, p. 293-303, 2005. 


SIDELL, F. R. Nerve agents. In: SIDELL, F.R., TAKAFUJI, E. T. & FRANZ, D.R. 
(ed.). Medicai aspects of Chemical and biological warfare. Textbook of 
military medicine. Office of the Surgeon General, US Army, Washington D.C., 
1997, p. 129-179. 


SILMAN, I., MILLARD, C. B„ ORDENTLICH, A., GREENBLATT, H. M„ HAREL, M„ 
BARAK, D., SHAFFERMAN, A. & SUSSMAN, J. L. A preliminary comparison 
of structural models for catalytic intermediates of acetylcholinesterase. 

Chemico-Biological Interactions, Vol. 119-120, p. 43-52, 1999. 


SILVA, G. R„ BORGES Jr„ I. & FIGUEROA-VILLAR, J. D. DFT conformational 
studies of the HI-6 molecule. International Journal of Quantum Chemistry, Vol. 
105, p. 260-269, 2005. 


SMART, J. K. History of Chemical and biological warfare: an American perspective. 
In: SIDELL, F.R., TAKAFUJI, E. T. & FRANZ, D.R. (ed.). Medicai aspects of 
Chemical and biological warfare. Textbook of military medicine. Office of 
the Surgeon General, US Army, Washington D.C., 1997, p. 9-86. 


SMITH, B. M. Catalytic methods for the destruction of Chemical warfare agents 
under ambient conditions. Chemical Society Reviews, Vol. 37, p. 470-478, 
2008. 


148 



SOMANI, S. M., SOLANA, R. P. & DUBE, S. N. Toxicodynamics of nerve agents. 
In: SOMANI, S. M. (ed.). Chemical warfare agents. Academic Press Inc., San 
Diego, 1992, p. 68-123. 


SOREQ, H., BEN-AZIZ, R„ PRODY, C. A., SEIDMAN, S„ GNATT, A., NEVILLE, L, 
LIEMAN-HURWITZ, J„ LEV-LEHMAN, E„ GINZBERG, D., LAPIDOT-LIFSON, 
Y. & ZAKUT, H. Molecular cloning and construction of the coding region for 
human acetylcholinesterase reveals a G+C-rich attenuating structure. 

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America, Vol. 87, p. 9688-9692, 1990. 


SOREQ, H. & SEIDMAN, S. Acetylcholinesterase - new roles for an old actor. 

Nature fíeviews Neuroscience, Vol 2(4), p. 294-302 (2001). 


STEPHENS, P. J„ DEVLIN, F. J„ CHABALOWSKI, C.F. & FRISCH, M. J. Ab initio 
calculation of vibrational absorption and circular dichroism spectra using 
density functional force fields. The Journal of Physical Chemistry, Vol. 98, p. 
11623-11627,1994. 


STOJAN, J„ MARCEL, V., ESTRADA-MONDACA, S„ KLAEBE, A., MASSON, P. & 
FOURNIER, D. A putative kinetic model for substrate metabolisation by 
Drosophila acetylcholinesterase. FEBS Letters, vol. 440, p. 85-88, 1998. 


STRYER, L. Bioquímica. 4 a Ed. Rio de Janeiro, RJ, Brasil: Editora Guanabara 
Koogan S.A., 1995. 1000 p. ISBN 85-277-0382-3. 


SUSSMAN, J. L, HAREL, M„ FROLOW, F„ OEFNER, C„ GOLDMAN, A., TOKER, 
L. & SILMAN, I. Atomic structure of acetylcholinesterase from Torpedo 
californica: a prototypic acetylcholine-binding protein. Science, Vol. 253, p. 
872-879,1991. 


TAKAFUJI, E. T. & KOK, A. B. The Chemical warfare threat and the military 
healthcare provider. In: SIDELL, F.R., TAKAFUJI, E. T. & FRANZ, D.R. (ed.). 
Medicai aspects of Chemical and biological warfare. Textbook of military 
medicine. Office of the Surgeon General, US Army, Washington D.C., 1997, p. 
111-128. 


TAN, R. C„ TRUONG, T. N„ McCAMMON, J. A. & SUSSMAN, J. L. 
Acetylcholinesterase: eletrostatic steering increases the rate of ligand 
binding. Biochemistry, Vol. 32, p. 401-403, 1993. 


149 



TANG, J., ROSE, R. L & CHAMBERS, J. E. Metabolism of organophosphorus and 
carbamate pesticides. In: GUPTA, R. C. (ed.). Toxicology of 

organophosphate & carbamate compounds. 1. Ed. Londres, 

Inglaterra: Elsevier Academic Press, 2006, p. 127-143. 


TARKKA, R. M. & BUNCEL, E. Origin of the bell-shaped oc-effect-solvent 
composition plots. PK a -solvent dependence of the cc-effect at a 
phosphorus center. Journal of the American Chemical Society, Vol. 117, p. 
1503-1507,1995. 


TAYLOR, P. The cholinesterases. The Journal of Biological Chemistry, Vol. 266, 
n° 7, p. 4025-4028, 1991. 


TAYLOR, P. & RADIC, Z. The cholinesterases: from genes to proteins. Annual 
Review of Pharmacology and Toxicology, Vol. 34, p. 281-320, 1994. 


TAYLOR, P., RADIC, Z„ HOSEA, N. A., CAMP, S„ MARCHOT, P. & BERMAN, H. A. 
Structural bases for the specificity of cholinesterase catalysis and 
inhibition. Toxicology Letters, Vol. 82/83, p. 453-458, 1995. 


TAYLOR, P„ WONG, L, RADIC, Z„ TSIGELNY, I., BRÜGGEMANN, R., HOSEA, N. 
A. & BERMAN, H. A. Analysis of cholinesterase inactivation and 
reactivation by sistematic structural modification and enantiomeric 
selectivity. Chemico-Biological Interactions, Vol. 1 1 9-1 20, p. 3-1 5, 1 999. 


TERRIER, F„ RODRIGUEZ-DAFONTE, P„ LE GUÉVEL, E. & MOUTIERS, G. 
Revisiting the reactivity of oximate a-nucleophiles with electrophillc 
phosphorus centers. Relevance to detoxification of sarin, soman and DFP 
under mild conditions. Organic & Biomolecular Chemistry, Vol. 4, p. 4352- 
4363, 2006. 


THATCHER, G. R. J. & KLUGER, R. Mechanism and catalysis of nucleophilic 

substitution in phosphate esters. Advances in Physical Organic Chemistry, 
Vol. 25, p. 99-265, 1989. 


THE CHEMICAL WEAPONS CONVENTION [online], 2007. Disponível: 
http://www.un.org/ Depts/dda/WMD/cwc/ [capturado em 28 Out 2007], 


150 



THIERMANN, H„ SZINICZ, L, EYER, P„ FELGENHAUER, N„ ZILKER, T. & 
WOREK, F. Lessons to be learnt from organophosphorus pesticide 
poisoning for the treatment of nerve agent poisoning. Toxicology, Vol. 233, 
p. 145-154, 2007. 


TONKOPII, V. The role of lipid peroxidation in the mechanism of 
organophosphates neurotoxicity. Toxicology Letters, Vol. 180, p. S42, 2008. 


TOY, R. J. T. Historical aspectis of medicai defense against Chemical warfare. In: 
SIDELL, F.R., TAKAFUJI, E. T. & FRANZ, D.R. (ed.). Medicai aspects of 
Chemical and biological warfare. Textbook of military medicine. Office of 
the Surgeon General, US Army, Washington D.C., 1997, p. 87-109. 


VAN DER SPOEL, D., LINDAHL, E„ HESS, B„ VAN BUUREN, A. R„ APOL, E„ 
MEULENHOFF, P. J„ TIELEMAN, D. P„ SIJBERS, A. L. T. M„ FEENSTRA, K. 
A., VAN DRUNEN, R. & BERENDSEN, H. J. C. Gromacs User Manual, version 
3.2, disponível em http://www.gromacs.org, 2004. 


VAN HELDEN, H. P. M„ BUSKER, R. W„ MELCHERS, B. P. C. & BRUIJNZEEL, P. 
L. B. Pharmacological effects of oximes: how relevant are they? Archives of 
Toxicology, Vol. 70, p. 779-786, 1996. 


VELLOM, D. C„ RADIC, Z„ LI, Y„ PICKERING, N. A., CAMP, S. & TAYLOR, P. 

Amino acid residues controlling acetylcholinesterase and 
butyrylcholinesterase specificity. Biochemistry, Vol. 32, p. 12-17, 1993. 


VIRAGH, C„ AKHMETSHIN, R. & KOVACH, I. M. Unique push-pull mechanism of 
dealkylation in soman-inhibited cholinesterases. Biochemistry, Vol. 36, p. 
8243-8252,1997. 


VOSKO, S. H., WILK, L. & NUSAIR, M. Accurate spin-dependente electron liquid 
correlation energies for local spin density calculations: a criticai analysis. 

Canadian Journal of Physics, Vol. 58, p. 1 200-1 211,1 980. 


VRDOLJAK, A. L, LOVRIC, J„ RADIC, B. & ZLENDER, V. Antidotal efficacy of 
pyridinium chloride derivatives against soman poisoning. Basic & Clinicai 
Pharmacology & Toxicology, Vol. 99, p. 17-21, 2006. 


151 



WANG, J., GU, J. & LESZCZYNSKI, J. Phosphonylation mechanisms of sarin 
and acetylcholinesterase: a model DFT study. Journal of Physical Chemistry 
B, Vol. 1 10, p. 7567-7573, 2006. 


WANG, J., GU, J. & LESZCZYNSKI, J. Theoretical modeling study for the 
phosphonylation mechanisms of the catalytic triad of acetylcholinesterase 
by sarin. Journal of Physical Chemistry B, Vol. 1 1 2, p. 3485-3494, 2008. 


WANG, J„ GU, J.; LESZCZYNSKI, J.; FELIKS, M. & SOKALSKI, W. A. Oxime- 
induced reactivation of sarin-inhibited AChE: a theoretical mechanisms 
study. Journal of Physical Chemistry B, Vol. 1 1 1 , p. 2404-2408, 2007. 


WESTHEIMER, F. H. Pseudo-rotation in the hydrolysis of phosphate esters. 

Accounts of Chemical Research, Vol. 1, p. 70-78, 1968. 


WIBERG, K. B. Application of the Pople-Santry-Segal CNDO method to the 
cyclopropylcarbinyl and cyclobutyl cation and to bicyclobutane. 

Tetrahedron, Vol. 24, p. 1083-1096, 1968. 


WONG, L, RADIC, Z„ BRÜGGEMANN, R. J. M„ HOSEA, N„ BERMAN, H. A. & 
TAYLOR, P. Mechanism of oxime reactivation of acetylcholinesterase 
analyzed by chirality and mutagenesis. Biochemistry, Vol. 39, p. 5750-5757, 
2000 . 


WOREK, F„ AURBEK, N„ KOLLER, M„ BECKER, C„ EYER, P. & THIERMANN, H. 

Kinetic analysis of reactivation and aging of human acetylcholinesterase 
inhibited by different phosphoramidates. Biochemical Pharmacology, Vol. 73, 
p. 1807-1817, 2007. 


WOREK, F„ EYER, P„ KIDERLEN, D., THIERMANN, H. & SZINICZ, L Effect of 
human plasma on the reactivation of sarin-inhibited human erythrocyte 
acetylcholinesterase. Archives of Toxicology, Vol. 74, p. 21-26, 2000. 


WOREK, F„ KOLLER, M„ THIERMANN, H. & SZINICZ, L Diagnostic aspects of 
organophosphate poisoning. Toxicology, Vol. 214, p. 182-189, 2005. 


WOREK, F., REITER, G„ EYER, P. & SZINICZ, L Reactivation kinetics of 
acetylcholinesterase from different species inhibited by highly toxic 
organophosphates. Archives of Toxicology, Vol. 76, p. 523-529, 2002. 


152 



WOREK, F., THIERMANN, H„ SZINICZ, L & EYER, P. Kinetic analysis of 
interactions between human acetylcholinesterase, structurally different 
organophosphorus compounds and oximes. Biochemical Pharmacology, 
Vol. 68, p. 2237-2248, 2004. 


YANAGISAWA, N. & MORITA, H. The Japan sarin experience. Journal of the 
Neurological Sciences, Vol. 238, Suplemento 1, p. S8, 2005. 


YANAGISAWA, N., MORITA, H. & NAKAJIMA, T. Sarin experiences in Japan: 
acute toxicity and long-term effects. Journal of the Neurological Sciences, 
Vol. 249, p. 76-85, 2006. 


YANG, Y.-C. Chemical detoxification of nerve agent VX. Accounts of Chemical 
Research, Vol. 32, p. 109-115, 1999. 


YANG, Y.-C., BAKER, J. A. & WARD, J. R. Decontamination of Chemical warfare 
agents. Chemical fíeviews, Vol. 92, p. 1729-1743, 1992. 


YOKOYAMA, K. Our recent experiences with sarin poisoning cases in Japan 
and pesticide users with references to some selected Chemicals. 

NeuroToxicology, Vol. 28, p. 364-373, 2007. 


ZHANG, Y., KUA, J. & McCAMMON, J. A. Role of the catalytic triad and oxyanion 
hole in acetylcholinesterase catalysis: an ab initio QM/MM study. Journal of 
the American Chemical Society, Vol. 124, p. 10572-10577, 2002. 


153 
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7.1 APÊNDICE 1: ESTRUTURAS E ABREVIATURAS DOS L-AMINOÁCIDOS 
CONSTITUINTES DAS PROTEÍNAS 


o 



nh 2 


Alanina Arginina 

(Ala ou A) (Arg ou R) 


O 



OH NH 2 


Asparagina Ácido Aspártico 

(Asn ou N) (Asp ou D) 



nh 2 

nh 2 

nh 2 

nh 2 

Cisteína 

Glutamina 

Ácido Glutâmico 

Glicina 

(Cys ou C) 

(Gin ou Q) 

(Glu ou E) 

(Gly ou G) 





Histidina Isoleucina Leucina Usina 

(His ou H) (lie ou I) (Leu ou L) (Lys ou K) 



Metionina Fenilalanina Prolina Serina 

(Met ou M) (Phe ou F) (Pro ou P) (Ser ou S) 


O 



Treonina Tirosina Triptofano Valina 

(ThrouT) (TyrouY) (Trp ou W) (Vai ou V) 
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7.2 APÊNDICE 2: COORDENADAS DAS ESTRUTURAS MODELADAS 


Reativação pela E-2-Furanil-aldoxima: 


INT 1 


c 

-0.65873600 

4.04023500 

1.07916300 

H 

-0.44850800 

3.75569800 

2.11302400 

H 

-1.48710500 

4.75454100 

1.07657500 

H 

0.22753800 

4.53110900 

0.66991500 

C 

-1.02084700 

2.82037500 

0.25711100 

H 

-1.16971000 

3.04509900 

-0.79425200 

H 

-1.90593800 

2.29652900 

0.60898800 

0 

0.08853100 

1.87669600 

0.40487200 

P 

0.84445300 

1.39155200 

-0.92894600 

0 

0.63033000 

-0.22723400 

-1.11185800 

C 

-0.06591500 

-0.64679000 

-2.33163000 

H 

0.41200600 

-0.16231400 

-3.18367000 

H 

-1.09761600 

-0.29707500 

-2.24307500 

C 

0.06470100 

-2.15331700 

-2.38940900 

H 

1.11635500 

-2.45147900 

-2.41878200 

H 

-0.43377200 

-2.53852900 

-3.28252800 

H 

-0.40643100 

-2.60439400 

-1.51320800 

0 

0.74970900 

2.18518400 

-2.20213100 

0 

2.35193100 

1.36040700 

-0.25539200 

C 

3.39456600 

0.88831500 

-1.11718100 

H 

4.13564900 

1.68196400 

-1.20877400 

H 

3.02183000 

0.62569800 

-2.10874500 

C 

4.03808100 

-0.31903800 

-0.44504600 

H 

4.96074200 

-0.58089900 

-0.96504300 

C 

4.44774500 

0.10992600 

0.95417600 
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0 

5.39171300 

0.82706800 

0 

3.59717200 

-0.34174600 

c 

3.94296100 

0.09591000 

H 

3.92775300 

1.18440800 

H 

4.93574800 

-0.26196900 

H 

3.18468600 

-0.33154200 

N 

3.13207200 

-1.43195100 

H 

2.13440300 

-1.20257600 

C 

3.56595300 

-2.57260800 

0 

4.73974900 

-2.72913700 

C 

2.49659300 

-3.61436200 

H 

1 .79066400 

-3.25303900 

H 

2.98016300 

-4.51872500 

H 

1 .93463900 

-3.83317100 

C 

-3.97835400 

-0.11097800 

H 

-4.02776800 

-0.61078400 

N 

-3.02836200 

0.76209700 

0 

-2.19692500 

0.98440300 

C 

-4.95249500 

-0.39602600 

C 

-5.08419700 

0.10038600 

S 

-6.24002400 

-1.54136700 

C 

-6.19038400 

-0.42505200 

H 

-4.38435400 

0.82133900 

C 

-6.92239600 

-1.32516500 

H 

-6.43222500 

-0.13834400 

H 

-7.80245200 

-1.86996400 



ET1 

C 

-0.51809400 

4.02711200 

H 

-0.32292500 

3.63077900 

H 

-1.31927000 

4.76845700 

H 

0.38818000 

4.52250500 


1.17980400 
1.88814400 
3.20825700 
3.26420100 
3.48265700 
3.85915700 
-0.44929200 
-0.49671300 
0.14809900 
0.45323500 
0.38856400 
1.14209700 
0.75202600 
-0.52140200 
-0.75869200 
-1.72369900 
-0.51383400 
-1 .44926200 
0.24509500 
1.52099900 
-0.06932500 
2.22820500 
1.91129000 
1.51974600 
3.24274300 
1.81844300 


1.38685500 
2.38624700 
1 .45704600 
1.03046100 
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c 

-0.92149300 

2.91030900 

0.44497600 

H 

-1.06233100 

3.24924000 

-0.57675800 

H 

-1.82138100 

2.38265700 

0.75022000 

0 

0.16114600 

1.92968100 

0.49286300 

P 

0.80954400 

1 .43344800 

-0.89444300 

0 

0.52159100 

-0.17587200 

-1.07818000 

C 

-0.19426500 

-0.56028700 

-2.29603200 

H 

0.40765800 

-0.27169600 

-3.15909000 

H 

-1.14209700 

-0.01682900 

-2.29088700 

C 

-0.38450200 

-2.05877800 

-2.21141600 

H 

0.57714300 

-2.57658500 

-2.16267900 

H 

-0.92859200 

-2.41720100 

-3.08905800 

H 

-0.96819500 

-2.30423700 

-1.32203600 

0 

0.70316100 

2.24895400 

-2.15189100 

0 

2.34718400 

1 .32798500 

-0.29424000 

C 

3.32250800 

0.81134000 

-1.20528300 

H 

4.09064100 

1 .57223600 

-1.34276100 

H 

2.88946100 

0.55749300 

-2.17455900 

C 

3.94899800 

-0.41865900 

-0.55789500 

H 

4.82864100 

-0.72623800 

-1.12548200 

C 

4.45602300 

0.00128600 

0.81150500 

0 

5.44812700 

0.66843900 

0.97682500 

0 

3.63478900 

-0.39333900 

1.79618400 

C 

4.07721200 

0.03662300 

3.08930200 

H 

4.12456500 

1.12479800 

3.13310100 

H 

5.06291000 

-0.37281100 

3.31255400 

H 

3.33454600 

-0.34265100 

3.78649900 

N 

2.99289300 

-1.48680300 

-0.50012300 

H 

2.00531400 

-1.21258800 

-0.51567900 

C 

3.40175100 

-2.64034000 

0.08712200 

0 

4.58001100 

-2.84583100 

0.34394200 

C 

2.30120000 

-3.63670500 

0.37603000 

H 

1 .60856400 

-3.22607600 

1.11611500 
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H 

2.75936300 

-4.54128000 

0.77047600 

H 

1 .72935200 

-3.87399800 

-0.52333400 

C 

-3.89366500 

0.06615200 

-0.75882700 

H 

-3.99947200 

-0.28176800 

-1.78413300 

N 

-2.92247600 

0.88726100 

-0.43414100 

0 

-2.13390500 

1.24255800 

-1.36824100 

C 

-4.82167700 

-0.35942700 

0.24015100 

C 

-4.88054700 

-0.05823500 

1.58044100 

S 

-6.14091200 

-1.43430700 

-0.17390400 

C 

-5.95776200 

-0.67457800 

2.25853400 

H 

-4.15029800 

0.59062800 

2.03612100 

C 

-6.73834500 

-1.45270500 

1 .46289900 

H 

-6.14360400 

-0.54092200 

3.31561900 

H 

-7.61054500 

-2.02916900 

1 .72268600 


INTÍ12 


C 

-0.64828200 

4.07408600 

1.28224200 

H 

-0.58914800 

3.66240700 

2.29234200 

H 

-1.34688000 

4.91625900 

1.28340600 

H 

0.34454400 

4.43083300 

1.00191000 

C 

-1.09885900 

2.99464900 

0.31158800 

H 

-1.11735700 

3.37264900 

-0.71195400 

H 

-2.09572900 

2.63091200 

0.56457300 

0 

-0.14898900 

1.92841400 

0.43912000 

P 

0.28951900 

1.16985600 

-0.97146000 

0 

0.33258900 -0.51879500 

-0.81422700 

C 

-0.11380100 -1.26156500 

-1.95947200 

H 

0.77660200 -1.60637500 

-2.49525100 

H 

-0.69204900 -0.61655600 

-2.61739900 

C 

-0.93836300 -2.43814800 

-1.46729900 

H 

-0.34244900 -3.07098800 

-0.80508200 

H 

-1.28943000 -3.04544900 

-2.30689800 
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H 

-1.79652200 

-2.06797700 

-0.90686900 

0 

0.46383100 

1.81820200 

-2.33586900 

0 

1.89110800 

1 .24875300 

-0.34033200 

C 

2.91885600 

0.94890700 

-1.26093200 

H 

3.54042500 

1 .83454800 

-1.41852500 

H 

2.53553700 

0.62153300 

-2.22880700 

C 

3.78039000 

-0.14577700 

-0.62649900 

H 

4.67539900 

-0.33148900 

-1.22200400 

C 

4.24473500 

0.37856700 

0.71630500 

0 

5.06799200 

1 .25303900 

0.84791500 

0 

3.60273100 

-0.20261800 

1 .74654500 

C 

3.98938900 

0.34551900 

3.00947100 

H 

3.74859200 

1.40812300 

3.05323000 

H 

5.05997800 

0.21823400 

3.17592800 

H 

3.41573800 

-0.20657600 

3.75047200 

N 

2.99073600 

-1.33841400 

-0.51799000 

H 

1.97828300 

-1.16638600 

-0.42122200 

C 

3.57957700 

-2.44901100 

-0.02049800 

0 

4.79103800 

-2.54852000 

0.12406400 

C 

2.61705000 

-3.57061700 

0.32030500 

H 

1 .97428400 

-3.26904200 

1.15230900 

H 

3.20018800 

-4.44333600 

0.60807700 

H 

1 .97624300 

-3.81500200 

-0.52974300 

C 

-3.51397400 

0.30322900 

-0.66444900 

H 

-3.92164500 

0.73799600 

-1.57344700 

N 

-2.25389100 

0.35809400 

-0.40596800 

0 

-1.56056500 

0.97979800 

-1.34048700 

C 

-4.39529200 

-0.35945000 

0.26620400 

C 

-4.10263500 

-0.95075600 

1 .46409900 

S 

-6.09940400 

-0.49659900 

-0.07110500 

C 

-5.23178700 

-1.51054300 

2.10811600 

H 

-3.09512900 

-0.96527300 

1 .84909200 

C 

-6.38768000 

-1.35001100 

1.41061900 
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H -5.18139700 -2.01543900 

H -7.38215400 -1.67427900 


ETil 2 


c 

0.48726900 

3.92687000 

H 

0.48799100 

3.68394600 

H 

0.32982200 

5.00318900 

H 

1 .45758800 

3.64599300 

C 

-0.59115700 

3.12481300 

H 

-0.61419400 

3.36543400 

H 

-1.58110500 

3.31773000 

0 

-0.31291200 

1 .73032200 

P 

0.20618400 

1 .00302600 

0 

0.30623500 

-0.65855800 

C 

-0.18995700 

-1.51257700 

H 

0.67923200 

-1.91862000 

H 

-0.79084500 

-0.93350000 

C 

-1.00569300 

-2.61710000 

H 

-0.39320400 

-3.17660800 

H 

-1.38952800 

-3.31133100 

H 

-1.84140600 

-2.17175900 

0 

0.39899600 

1.61761400 

0 

1.81735700 

1.19498100 

C 

2.86996800 

0.94961700 

H 

3.45599700 

1.86161100 

H 

2.50846800 

0.61441500 

C 

3.76877800 

-0.11002600 

H 

4.67611700 

-0.26431800 

C 

4.19330500 

0.43760400 

0 

4.94757300 

1.37153300 

0 

3.60142700 

-0.19996500 

C 

3.94256200 

0.37091300 


3.06185600 

1.66864100 


0.93119100 
1 .99652400 
0.81125700 
0.52064500 
0.21995500 
-0.84614700 
0.64049300 
0.41823900 
-0.98428900 
-0.71370100 
-1 .75854400 
-2.28532000 
-2.45572700 
-1.11128700 
-0.39979300 
-1.86462800 
-0.57126200 
-2.36457900 
-0.36004100 
-1.27043600 
-1.41307100 
-2.24321000 
-0.62787300 
-1.21339800 
0.71909000 
0.85697700 
1 .74626400 
3.01241000 
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H 

3.61242700 

1.40901000 

3.06282800 

H 

5.02030200 

0.33432400 

3.17695200 

H 

3.41888000 

-0.23229700 

3.75051600 

N 

3.02643300 

-1.33323400 

-0.52406900 

H 

2.01240900 

-1.20010600 

-0.39515200 

C 

3.66164700 

-2.43033300 

-0.05286900 

0 

4.87795300 

-2.49504100 

0.06544500 

C 

2.74033000 

-3.58586800 

0.29074900 

H 

2.10138000 

-3.31360700 

1.13571800 

H 

3.35530200 

-4.44252200 

0.55996100 

H 

2.09463500 

-3.84209200 

-0.55236100 

C 

-3.61444900 

0.31487500 

-0.69424600 

H 

-3.98703100 

0.74293500 

-1.62134200 

N 

-2.35553300 

0.27797600 

-0.43475900 

0 

-1.61458100 

0.79000700 

-1.40023500 

C 

-4.54720500 

-0.22273800 

0.26630300 

C 

-4.30786400 

-0.74665400 

1.50668100 

S 

-6.25336200 

-0.26901300 

-0.08595500 

C 

-5.47887200 

-1.18386600 

2.17069800 

H 

-3.30829300 

-0.79760000 

1.90885100 

C 

-6.61415100 

-0.99572800 

1 .44675400 

H 

-5.47265200 

-1.62184300 

3.15828900 

H 

-7.63101200 

-1.23272600 

1.71240400 


INT2 


C 

-0.67726600 

-2.04712400 

1.94951800 

H 

0.22077600 

-1.57223700 

2.35122000 

H 

-1.09192900 

-2.72036800 

2.70774300 

H 

-1.41300600 

-1.28208800 

1 .70779800 

C 

-0.31632400 

-2.81467300 

0.68772700 

H 

-1.20801600 

-3.17876500 

0.18428200 

H 

0.33291700 

-3.66048900 

0.93153400 
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o 

p 

o 

c 

H 

H 

C 

H 

H 

H 

O 

O 

C 

H 

H 

C 

H 

C 

O 

O 

C 

H 

H 

H 

N 

H 

C 

O 

C 

H 

H 

H 

C 


0.48128700 
- 0.12369900 
- 0.21108100 
0.27757900 
- 0.59188600 
0.88150400 
1.08601500 
0.47005700 
1 .46574900 
1 .92449800 
- 0.38190700 
- 1.72832600 
- 2.80256200 
- 3.39623100 
- 2.44365300 
- 3.69485400 
- 4.56122000 
- 4.23826900 
- 5.08946300 
- 3.63643000 
- 4.15677600 
- 3.99965600 
- 5.22422700 
- 3.60378800 
- 2.91942800 
- 1.90498100 
- 3.54206300 
- 4.75902300 
- 2.61363700 
- 1.91042200 
- 3.21990100 
- 2.03452000 
3.66206400 


- 2.01436300 
- 0.92034800 
0.65168300 
1 .70454400 
2.20605200 
1 .28825000 
2.65898800 
3.05686200 
3.49572200 
2.11768800 
- 1.11692900 
- 1.21142200 
- 0.87243100 
- 1.76355100 
- 0.44490700 
0.11713900 
0.38456200 
- 0.57874800 
- 1.43517600 
- 0.17440900 
- 0.83796200 
- 1.91449800 
- 0.64178200 
- 0.42516600 
1 .27993500 
1.10655000 
2.30092200 
2.35399600 
3.38886700 
2.97864900 
4.16199000 
3.82022900 
- 0.32659600 


- 0.18705300 
- 1.28464300 
- 0.64123400 
- 1 .48658200 
- 1.92462500 
- 2.28942500 
- 0.62516300 
0.18510900 
- 1.21917300 
- 0.18672100 
- 2.77196600 
- 0.66118400 
- 1.50881500 
- 1.73613900 
- 2.44454900 
- 0.75241600 
- 1.36000100 
0.47645000 
0.44620300 
1.61696500 
2.77347900 
2.70304700 
2.87897100 
3.61392600 
- 0.43669700 
- 0.33680800 
0.19229900 
0.32094300 
0.69634500 
1.42606300 
1.16448700 
- 0.12381700 
- 0.82668600 
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H 

4.03731800 

-0.59827800 

-1.80962700 

N 

2.40328400 

-0.32008400 

-0.57122900 

0 

1 .66759700 

-0.64755300 

-1.62151700 

C 

4.59293400 

0.02968700 

0.21691100 

C 

4.35031000 

0.33334400 

1 .52798300 

S 

6.30127200 

0.11931900 

-0.11387300 

C 

5.52077700 

0.63730700 

2.26336800 

H 

3.34894300 

0.32304300 

1 .92847000 

C 

6.65874500 

0.56555300 

1 .52288800 

H 

5.51251500 

0.89758600 

3.31185700 

H 

7.67601900 

0.74257000 

1 .83038200 


C 

ET2 

1.48014000 -0.06893000 3.00378100 

H 

0.78235600 

-0.87729300 3.23713800 

H 

2.09964900 

0.12720900 3.88469400 

H 

2.11789500 

-0.35050100 2.16607400 

C 

0.73650600 

1.18290900 2.59698300 

H 

1.43340100 

1.91836100 2.20765300 

H 

0.12696500 

1.59142200 3.40651300 

0 

-0.17320000 

0.79330600 1.52814900 

P 

-0.41034000 

1.89581800 0.36739100 

0 

-0.24884200 

1.17936100 -1.08447700 

C 

0.64173900 

1.89536400 -1.98704000 

H 

1.10350900 

1.11373200 -2.58600600 

H 

1.41287200 

2.37195600 -1.38927000 

C 

-0.16799600 

2.87893300 -2.80711500 

H 

-1.00092300 

2.37456900 -3.30250500 

H 

0.46235900 

3.34815800 -3.56844000 

H 

-0.56189800 

3.65778200 -2.15126500 

0 

-0.00728500 

3.33020800 0.54706000 

0 

2.13759500 

1.25410700 0.31437500 


164 



c 

3.37774900 

1.36897100 

-0.21774800 

H 

4.18074100 

1 .59836200 

0.50870800 

H 

3.47297800 

2.12573500 

-1.02783800 

C 

3.78759700 -0.03648500 

-0.94015700 

H 

4.38892400 

0.14449200 

-1.83051900 

C 

4.61624600 -0.87023100 

-0.01425800 

0 

5.82378300 -0.94231000 

-0.00581100 

0 

3.84556600 -1.49064100 

0.91795000 

C 

4.60873800 -2.30620900 

1 .80634500 

H 

5.36730900 -1.71846900 

2.32547300 

H 

5.10270800 -3.10869000 

1 .25643900 

H 

3.88920100 -2.71399900 

2.51330900 

N 

2.50201100 -0.59557400 

-1.20381600 

H 

1.84730700 -0.03614000 

-0.56437300 

C 

2.36861700 -1.90399400 

-1.48445500 

0 

3.30078900 -2.63927900 

-1.79715800 

C 

0.93516500 -2.39962600 

-1.37934600 

H 

0.81679000 -2.91645700 

-0.42163000 

H 

0.74382600 -3.11703100 

-2.17875600 

H 

0.22170900 -1.57592500 

-1.41845800 

C 

-3.89277300 

0.66200100 

0.28641500 

H 

-4.45138700 

1 .57583600 

0.46803000 

N 

-2.62020900 

0.66005600 

0.23033700 

0 

-2.11862900 

1.91176500 

0.41761400 

C 

-4.60902400 -0.58066400 

0.10428700 

C 

-4.11022800 -1.82520800 

-0.15097100 

S 

-6.34476100 -0.62525600 

0.20271100 

C 

-5.11322000 -2.81603100 

-0.26765600 

H 

-3.04991700 -2.00019000 

-0.24877200 

C 

-6.37172300 -2.32705600 

-0.10214000 

H 

-4.90188800 -3.85549000 

-0.46857500 

H 

-7.30924300 -2.85659400 

-0.14068000 
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INT3 


c 

1 .53258300 

0.21396500 

2.86880500 

H 

0.69584100 

-0.40615200 

3.20058300 

H 

2.16852500 

0.43761200 

3.73094300 

H 

2.12984100 

-0.31743000 

2.12684700 

C 

1 .04393600 

1.50301300 

2.24759200 

H 

1.87251400 

1.98271300 

1.73165200 

H 

0.55507200 

2.16490900 

2.96267900 

0 

0.05545400 

1.10218000 

1.23615600 

P 

-0.58266500 

2.31547700 

0.37802000 

0 

-0.43756100 

1.93155600 

-1.18516600 

C 

0.86270100 

2.28907200 

-1.78580400 

H 

0.95897200 

1 .58320000 

-2.60921000 

H 

1.67471000 

2.08271000 

-1.06114700 

C 

0.80696400 

3.72523700 

-2.26441500 

H 

-0.02987000 

3.87510200 

-2.95252000 

H 

1.73726100 

3.97988200 

-2.78036100 

H 

0.68351600 

4.39115600 

-1.40954600 

0 

-0.24629900 

3.71038200 

0.81997600 

0 

2.82903500 

1.32175600 

0.14198000 

C 

3.91163400 

0.90596400 

-0.55401900 

H 

4.86077900 

0.88645300 

0.01721100 

H 

4.12127000 

1 .49264500 

-1.47621500 

C 

3.66655400 

-0.61528900 

-1.09998800 

H 

4.10320600 

-0.74914800 

-2.08916000 

C 

4.32998500 

-1.60221800 

-0.19266600 

0 

5.42102600 

-2.09995700 

-0.35358500 

0 

3.59426200 

-1.82201500 

0.92999900 

C 

4.19855500 

-2.77376200 

1.80439100 

H 

5.19363900 

-2.44852500 

2.11204400 

H 

4.28437700 

-3.74364900 

1.31199600 

H 

3.53372500 

-2.83928700 

2.66333600 

N 

2.24296500 

-0.69221900 

-1.07164600 


166 



H 

1.95951800 

0.11862200 

-0.42911900 

C 

1.62887800 -1.88574800 

-1.14511300 

0 

2.18803200 -2.92334700 

-1.49208100 

C 

0.16099900 -1.84020500 

-0.75670100 

H 

0.07707500 -1.99641000 

0.32335900 

H 

-0.35934400 -2.64824800 

-1.27227800 

H 

-0.28893400 -0.87301500 

-0.98066400 

C 

-3.82268800 

0.59482400 

0.34577200 

H 

-4.47942900 

1 .39562200 

0.67344400 

N 

-2.56944100 

0.77613600 

0.22021400 

0 

-2.23722500 

2.06756000 

0.55423400 

C 

-4.38844900 -0.70142900 

0.04844100 

C 

-3.75529100 -1.83678800 

-0.36687600 

S 

-6.09926500 -0.97266800 

0.20517500 

C 

-4.63665400 -2.92559300 

-0.56083800 

H 

-2.68799000 -1.87089600 

-0.52348900 

C 

-5.93478500 -2.61836400 

-0.29355200 

H 

-4.31173500 -3.90160800 

-0.88775700 

H 

-6.80230800 -3.25411800 

-0.35796800 


Reativação pelo formoximato: 


INT 1 


P 

-0.69630100 

-1.04710500 

0.03032200 

O 

-0.44456300 

-1.82254500 

1.27309700 

O 

-0.69549800 

0.56513600 

0.21363900 

C 

-1.67627300 

1.22218400 

1.07044600 

H 

-1.86122700 

0.61515000 

1.95762900 

H 

-1.22016500 

2.16956200 

1.36164300 

H 

-2.60974600 

1 .37757600 

0.52058000 

C 

-2.11184300 

-1.46071900 

-0.96596100 
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H 

-3.04053900 

-1.07311600 -0.45662100 

H 

-2.01653300 

-0.98382500 -1.94313300 

H 

-2.16690400 

-2.54470400 -1.08124100 

0 

0.56971400 

-1.12340000 -1.02760800 

C 

1 .89855000 

-1.36843300 -0.57593900 

H 

2.45554200 

-1.64716000 -1.47444200 

H 

1 .92266200 

-2.19298800 

0.13950400 

C 

2.55673300 

-0.13128800 

0.08783700 

H 

2.25731800 

-0.08112400 

1.13942000 

C 

4.06163900 

-0.35678700 

0.02907600 

H 

4.54199800 

-0.02443800 -0.91418300 

0 

4.67216200 

-0.95002300 

0.88064200 

N 

2.16373000 

1.07277700 -0.63081100 

H 

1.18552800 

1.10711900 -0.89732900 

C 

2.81986700 

2.24504500 -0.46011700 

H 

2.27907200 

3.09772800 -0.91131900 

0 

3.89898100 

2.37332500 

0.09206300 

N 

-4.61502200 

0.89164100 -0.12232000 

0 

-4.50086900 

-0.34718300 

0.30264300 

C 

-5.80437600 

1.40375000 -0.19304300 

H 

-6.68936100 

0.81939400 

0.08011600 

H 

-5.89928000 

2.43147900 -0.53313600 


ET1 


P 

-1.17968600 

-0.33256200 

0.14586900 

0 

-1.22080800 

-1.57795500 

0.95241000 

0 

-1.57772700 

1 .07770600 

0.79689900 

C 

-2.62188000 

1.21200400 

1.78716200 

H 

-2.76295400 

0.27291300 

2.32119500 

H 

-2.27682600 

1 .99099400 

2.47239100 

H 

-3.54817700 

1.48521500 

1.28363500 

C 

-1.56671100 

-0.39701800 

-1.62373700 
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H 

-1.73210800 

0.62029600 

-1.98114200 

H 

-0.72582400 

-0.84385600 

-2.16227000 

H 

-2.48657900 

-0.96524100 

-1.73836100 

0 

0.46033500 

0.13197700 

0.00969400 

C 

1 .44850600 

-0.86995800 

-0.09536500 

H 

1.48132700 

-1.27724300 

-1.11904000 

H 

1 .25959900 

-1.69244500 

0.59809600 

C 

2.80432800 

-0.21303700 

0.23760800 

H 

2.88305200 

-0.07637100 

1.32107900 

C 

3.92322800 

-1.14294800 

-0.20737200 

H 

4.24361800 

-1.00770800 

-1.26240300 

0 

4.37627000 

-2.01428300 

0.48833600 

N 

2.86107300 

1 .06463900 

-0.45855700 

H 

1 .95473900 

1 .48888000 

-0.61960300 

C 

3.98363000 

1.81519400 

-0.51406400 

H 

3.79826100 

2.81733900 

-0.94698000 

0 

5.09121900 

1 .44929500 

-0.16064900 

N 

-4.62193500 

0.43388000 

-0.32122400 

0 

-3.78976600 

-0.56221100 

-0.09838500 

C 

-5.71101400 

0.17689500 

-0.97205500 

H 

-5.93914300 

-0.83231600 

-1.33081000 

H 

-6.40436400 

0.99531600 

-1.14486900 


INT2 


P 

-1.40711600 

-0.35650000 

0.12655900 

0 

-1.31261800 

-1.56575800 

1 .00548600 

0 

-1.63846400 

1.16709500 

0.70515700 

C 

-2.61091300 

1 .43984000 

1.70839700 

H 

-2.82493600 

0.55714200 

2.31456700 

H 

-2.19027300 

2.22348800 

2.34598600 

H 

-3.54054000 

1.79265100 

1 .25552700 

C 

-1.40936000 

-0.42150900 

-1.71169800 
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H 

-1.92695800 

0.46697400 

-2.07371100 

H 

-0.39862600 

-0.45814200 

-2.11396100 

H 

-1.98324800 

-1.29445600 

-2.02135200 

0 

0.35360000 

0.11852800 

0.11516500 

C 

1 .30966200 

-0.89122500 

0.05318100 

H 

1 .33094900 

-1.38006100 

-0.94176600 

H 

1.13648400 

-1.67301300 

0.79867900 

C 

2.69735400 

-0.23817100 

0.31242500 

H 

2.83125000 

-0.08772200 

1 .38872900 

C 

3.78730400 

-1.16607400 

-0.18254600 

H 

4.03261900 

-1.04954000 

-1.26111600 

0 

4.30091600 

-2.02234700 

0.49272100 

N 

2.70435100 

1.03127700 

-0.39844900 

H 

1.76678800 

1 .40595900 

-0.52420800 

C 

3.79554000 

1.81074200 

-0.52606700 

H 

3.55277000 

2.79766300 

-0.96896800 

0 

4.93647400 

1 .49575200 

-0.22592100 

N 

-4.02271100 

0.32425900 

-0.73152900 

0 

-3.34053000 

-0.58403200 

-0.00080800 

C 

-5.27543900 

0.08198500 

-0.84109900 

H 

-5.73944200 

-0.79189800 

-0.37892900 

H 

-5.87148600 

0.78226200 

-1.41796600 


ET2 


P 

1.51491400 

0.01558100 

-0.00897800 

0 

1.55195300 

-1.02872200 

-1.08366800 

0 

1 .59083400 

1 .64908800 

-0.26032200 

0 

3.40510300 

0.20317800 

0.16119100 

C 

1.83149200 

2.09785800 

-1.58420800 

C 

1 .43396600 

-0.29420300 

1 .79335600 

N 

4.04926200 

-0.93192700 

0.50826100 

C 

5.31763500 

-0.88436000 

0.36042500 
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H 

2.79626100 

1 .73797600 

H 

1 .84259900 

3.19025700 

H 

0.49276000 -0.77056600 

H 

1 .49797500 

0.67800700 

H 

2.28118500 -0.90860100 

0 

-0.32953200 

0.27598200 

C 

-1.15722500 -0.82353000 

H 

-0.88734800 -1.39606000 

C 

-2.61505200 -0.29711800 

H 

-1.12894300 -1.52495100 

H 

-2.75918200 

0.07864600 

H 

5.82467100 -0.00663700 

N 

-2.77950000 

0.76581100 

H 

-1.89010900 

1.19568300 

C 

-3.58615600 -1.43427400 

H 

-3.84897300 -1.59812400 

0 

-3.98947300 -2.16673700 

C 

-3.95365800 

1.37105300 

0 

-5.04797700 

1.01513800 

H 

-3.82996300 

2.24741000 

H 

5.88659800 -1.76148200 

H 

1.03714400 

1.77158000 



INT3 

P 

1.61437700 

0.02952700 

0 

1.61604500 

-1.12206500 

0 

1.71731200 

1.60760600 

C 

1 .00403600 

2.08007000 

H 

-0.02387600 

2.34150100 

H 

1 .53989900 

2.96539000 

H 

0.98135100 

1 .33405900 

C 

1.46217200 

-0.12117400 


-1 .95522500 
-1 .54776300 
2.06487000 
2.28610400 
2.09123400 
-0.02936100 
-0.22868300 
-1.12131300 
-0.38357200 
0.63013900 
-1.40212200 
-0.04626700 
0.59552100 
0.84188500 
-0.14950500 
0.91892300 
-1.01803700 
0.85721700 
0.44842900 
1 .52535500 
0.65163000 
-2.26529400 


-0.08732500 
-1 .04590800 
-0.55590600 
-1.69000700 
-1.42898300 
-2.04461900 
-2.48998200 
1.73714300 
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H 

H 

H 

O 

C 

H 

H 

C 

H 

C 

H 

O 

N 

H 

C 

H 

O 

N 

O 

C 

H 

H 


1.44162600 

0.53559400 

2.32180400 

-0.27554200 

-1.09363600 

-1.00289300 

-0.87183200 

-2.57052200 

-2.77806800 

-3.50265400 

-3.70852300 

-3.93298800 

-2.70486700 

-1.81083800 

-3.87296700 

-3.72843000 

-4.98049400 

4.08021400 

3.45776700 

5.35114300 

5.87235500 

5.90650800 


0.89315900 
-0.62750200 
-0.65620700 
0.30469700 
-0.79861600 
-1 .53443800 
-1.33630000 
-0.30143000 
0.13557500 
-1.47474600 
-1.71218200 
-2.16063200 
0.69054300 
1.11302300 
1 .25780900 
2.08533400 
0.91712000 
-0.83741000 
0.23597900 
-0.81370500 
-0.00910500 
-1.63801700 


ET3 


p 

-1.95455300 

0.04382400 

0 

-1.75981500 

-1.00492400 

0 

-1.86449800 

1 .60767400 

c 

-1.13923800 

2.05971000 

H 

-0.10104000 

1 .74383000 

H 

-1.23464800 

3.14703200 

H 

-1.58443400 

1 .65345000 

C 

-1.52263100 

-0.20793100 


2.14104600 

2.00331200 

2.13438400 

-0.11308300 

-0.30851200 

0.51642200 

-1.23587300 

-0.35423300 

-1.33690200 

-0.14638800 

0.92076200 

-1.03979700 

0.70101500 

0.94158300 

1.05922500 

1.78340800 

0.67475400 

0.64110700 

0.09824600 

0.52090500 

-0.00108300 

0.95631000 


0.10098000 

1.12929600 

0.48091800 

1.63705300 

1.53639800 

1.63825000 

2.54979800 

-1.64216900 
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H 

-1.60387100 

0.75680800 

-2.14551500 

H 

-0.50111500 

-0.56317200 

-1.71000800 

H 

-2.23807500 

-0.90957700 

-2.07273200 

0 

0.54402500 

0.38980300 

0.08032800 

C 

1.29047100 

-0.69563900 

0.40127300 

H 

1.17149600 

-1.54407400 

-0.31860000 

H 

1.09014400 

-1.12461000 

1.39781500 

C 

2.84966300 

-0.31195700 

0.39274400 

H 

3.12781400 

0.08929600 

1 .37336300 

C 

3.67151900 

-1.53339000 

0.11504500 

H 

3.79623900 

-1.75791600 

-0.96932500 

0 

4.10381000 

-2.28074100 

0.96263100 

N 

2.96010800 

0.68972500 

-0.64621900 

H 

2.02340000 

1.08133600 

-0.82549500 

C 

4.09780600 

1 .28430300 

-1.03980200 

H 

3.89935300 

2.11692800 

-1.74853400 

0 

5.23575900 

0.97806700 

-0.71121900 

N 

-4.27803500 

-0.90696500 

-0.64719000 

0 

-3.67643300 

0.22476300 

-0.13503400 

C 

-5.54669900 

-0.84047900 

-0.60332500 

H 

-6.07475400 

0.01510600 

-0.18221100 

H 

-6.09484700 

-1.68595900 

-1.00430600 


INT4 


P 

-2.73443400 -0.41157600 

0.13823700 

0 

-2.99575200 -1.86653800 

0.05478900 

0 

-2.22428200 

0.15449900 

1 .55008200 

C 

-1.07939600 -0.46716700 

2.20136000 

H 

-0.19034800 -0.40496400 

1.55812400 

H 

-0.93574400 

0.09489300 

3.12410100 

H 

-1.31651100 -1.50737300 

2.43781800 

C 

-1.68787300 

0.29438000 

-1.13726400 
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H 

-1.78079000 

1.38190800 

-1.12453200 

H 

-0.63815700 

0.01779300 

-0.91027100 

H 

-1.99323000 

-0.09231600 

-2.10981600 

O 

1.07296600 

-0.23727900 

-0.02083900 

C 

2.09654100 

-1.04254500 

-0.35960400 

H 

2.17183200 

-1.24112200 

-1.45646900 

H 

2.11021100 

-2.03871400 

0.12828200 

C 

3.51699600 

-0.37244400 

0.06819700 

H 

3.74998100 

-0.66114800 

1 .09874800 

C 

4.59537100 

-0.86480500 

-0.83823700 

H 

4.69842100 

-0.27781600 

-1.78003300 

O 

5.25652700 

-1.86232700 

-0.64784700 

N 

3.26498100 

1 .04389700 

-0.05300200 

H 

2.24039100 

1.18810300 

-0.05973800 

C 

4.15287900 

2.02323500 

0.17937200 

H 

3.67020000 

3.02412100 

0.15320900 

O 

5.35357600 

1 .89557200 

0.37861600 

N 

-4.79519900 

0.52032500 

-1.06185500 

O 

-4.13327600 

0.53053800 

0.16915900 

C 

-5.91369400 

1.11380400 

-0.98679800 

H 

-6.28653600 

1 .55223000 

-0.06221300 

H 

-6.49468700 

1.16601800 

-1.90060200 


Reativação pelo enolato do acetaldeído: 


P 

O 

O 

C 

H 


INT_C_1 

-0.70295500 -1.03473300 
-0.40872600 -1.95543700 
-0.61475900 0.54287600 

-1.40893900 1.09203000 

-1.10790000 0.61638100 


0.14434200 
1 .27359300 
0.50739700 
1.60152700 
2.53805000 
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H 

-1.15977400 

2.15290300 

1.63255800 

H 

-2.48002900 

0.95052100 

1.39957400 

C 

-2.19739900 -1.28501500 

-0.79956300 

H 

-2.10987200 -0.76152600 

-1.75316700 

H 

-2.33548900 -2.35364700 

-0.97249800 

H 

-3.06171600 -0.84896500 

-0.24787400 

0 

0.47238700 -1.04791800 

-1.01432500 

C 

1.82889100 -1.33898100 

-0.68582000 

H 

2.30564300 -1.58432400 

-1.63837400 

H 

1.89259200 -2.19698300 

-0.01338600 

C 

2.55866000 -0.14332900 

-0.02483500 

H 

2.32271700 -0.11865700 

1 .04359300 

C 

4.05199300 -0.40097700 

-0.17880200 

H 

4.48831700 -0.03681700 

-1.13171400 

0 

4.69320400 -1.04378100 

0.61169300 

N 

2.15547300 

1.09089100 

-0.68300500 

H 

1.16957900 

1.14800400 

-0.91039700 

C 

2.83717900 

2.24673400 

-0.49640900 

H 

2.29383700 

3.12409400 

-0.89369000 

0 

3.93903600 

2.33545900 

0.01628100 

0 

-4.21977700 

0.35019800 

0.62921500 

C 

-5.87865800 

0.67471500 

-1.07886800 

H 

-5.80091100 -0.30855700 

-1.53644200 

H 

-6.60219200 

1.37441100 

-1.48613500 

C 

-5.11502000 

1 .02454700 

-0.00109500 

H 

-5.30994800 

2.05838000 

0.37816200 


ET_C_1 


P 

1.00872700 -0.59509800 

0.41574800 

0 

1.13525200 -1.18923300 

-0.93897800 

0 

0.65554100 

0.98916800 

0.52035700 

c 

1.19986400 

1.99465100 

-0.36819500 

H 

0.98134400 

1.73040100 

-1.40538300 
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H 

0.68584600 

2.92136200 -0.10495600 

H 

2.27840400 

2.04391300 -0.22380300 

C 

2.05468000 

-1.05499300 

1.81340600 

H 

1.51114900 

-0.85087600 

2.73754600 

H 

2.25796500 

-2.12485700 

1 .73797700 

H 

2.98031700 

-0.48732700 

1.71891600 

0 

-0.44151500 

-1.11435600 

1 .09946500 

C 

-1.52495400 

-1.51582700 

0.27955400 

H 

-2.18087700 

-2.10489400 

0.92833100 

H 

-1.18184700 

-2.13535500 -0.55184100 

C 

-2.32153600 

-0.31717300 -0.30932900 

H 

-1.83939800 

0.02152900 -1.23152300 

C 

-3.70921200 

-0.83305200 -0.65465000 

H 

-4.43027400 

-0.81081400 

0.18953400 

0 

-3.98803400 

-1.32997900 -1.71553900 

N 

-2.37634400 

0.74886000 

0.68033800 

H 

-1.52053800 

0.87105900 

1.21095400 

C 

-3.22538100 

1 .79508300 

0.56354100 

H 

-3.00099800 

2.59884100 

1.29060000 

0 

-4.15915500 

1.86360800 -0.21748300 

0 

3.52471500 

0.46107900 

0.04409000 

C 

5.65964700 

0.44873200 -1.03820700 

H 

6.17321700 

1.04744400 -0.28962900 

H 

6.22552300 

0.09670300 -1.89518900 

C 

4.34014700 

0.13410400 -0.90667200 

H 

3.90970800 

-0.48412900 -1.72211000 



INT_ 

C i 1 2 


P 

1 .30535400 

-0.48508000 

0.41779100 

0 

1 .29984500 

-1.38336000 

-0.79039700 

0 

0.65361200 

1 .04877800 

0.34890400 


C 1.18697300 2.11472200 -0.43475000 
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H 

2.09731200 

2.52002500 

0.00844200 

H 

1.41262700 

1.79485200 -1.45494100 

H 

0.40606800 

2.88026600 -0.46571000 

C 

2.05383000 

-0.84296800 

2.06169300 

H 

1.29001400 

-1.13811600 

2.77604500 

H 

2.76882800 

-1.65446200 

1.91292800 

H 

2.60814300 

0.03140100 

2.39715800 

0 

-0.27266600 

-0.99284400 

1.12898100 

C 

-1.29510500 

-1.49130100 

0.31902000 

H 

-1.93628400 

-2.11741400 

0.95587100 

H 

-0.90292100 

-2.09552800 -0.50293400 

C 

-2.18317200 

-0.35838400 -0.30559500 

H 

-1.71696300 

-0.00064800 -1.22831600 

C 

-3.53230300 

-0.95273000 -0.63732000 

H 

-4.24970700 

-0.95758200 

0.21276900 

0 

-3.80137900 

-1.47671400 -1.69026800 

N 

-2.28917900 

0.70633700 

0.67803100 

H 

-1.44902900 

0.80146000 

1.24146800 

C 

-3.15306100 

1.73416500 

0.57261700 

H 

-2.95279900 

2.52262100 

1.32599100 

0 

-4.07910600 

1.81577400 -0.22007500 

0 

3.01448000 

0.29852900 

0.06659300 

C 

4.92659100 

0.54597300 -1.30479000 

H 

5.45391300 

0.24020400 -2.20053000 

H 

5.38859000 

1.28728500 -0.66088400 

C 

3.73361900 

-0.00185200 -1.00728900 

H 

3.28363500 

-0.74955600 -1.66185700 



ET_ 

C_i 1 2 

P 

1.42109900 

-0.04861000 0.14323000 

0 

1 .37422200 

-1.12667500 -0.90425600 

0 

1.36780100 

1.56630800 -0.18807600 


177 



2.33890500 
3.25007100 
2.60454300 
1 .86949500 
1 .57850600 
0.68182400 
2.46579500 
1 .69020600 
-0.37485400 
-1.23584000 
-1.41566400 
-0.84736100 
-2.59873000 
-2.53526600 
-3.68765500 
-4.13900700 
-3.99758000 
-2.83840900 
-1.97380200 
-3.99298400 
-3.91627200 
-5.03019700 
3.31578200 
5.46099900 
6.05303500 
5.97186100 
4.12442100 
3.62578300 


2.24840400 
2.44145600 
1 .68350600 
3.19099000 
-0.40825900 
-0.90694800 
-1.01051400 
0.54342200 
0.16546000 
-0.91526500 
-1.44174800 
-1.63928200 
-0.36995300 
-0.22739100 
-1.38086300 
-1.28751600 
-2.27360300 
0.89296800 
1 .33859200 
1 .58075500 
2.58253700 
1.17581800 
0.13985600 
-0.78896900 
-1.56168000 
-0.03772200 
-0.77131900 
-1.53383100 


-0.97332900 
-0.40522500 
-1.87063100 
-1.27081000 
1 .94348700 
2.31067600 
2.12865200 
2.46708400 
0.38342200 
0.21169800 
1.16972300 
-0.50947900 
-0.31491800 
-1.39852900 
-0.02410400 
0.98840800 
-0.77252300 
0.36593000 
0.66496400 
0.28135600 
0.75031600 
-0.22037300 
0.18273300 
-0.18174800 
-0.65748700 
0.41165200 
-0.34151200 
-0.94226000 


0.04021600 

-0.86508700 


I NT_C_2 

1.42144400 -0.01502700 
1.46942500 -1.21480200 



o 

c 

H 

H 

H 

C 

H 

H 

H 

O 

C 

H 

H 

C 

H 

C 

H 

O 

N 

H 

C 

H 

O 

O 

C 

H 

H 

C 

H 


1.47701000 
2.55602600 
3.41391500 
2.88099400 
2.16887800 
1 .34328700 
0.35929700 
2.12033400 
1 .54227700 
-0.38012800 
-1.22338300 
-1.25230400 
-0.92132400 
-2.65532000 
-2.73755800 
-3.66390600 
-3.98805500 
-4.03492500 
-2.85067900 
-1.97324800 
-4.02977600 
-3.93021100 
-5.10559000 
3.30297500 
5.44593000 
6.06310700 
5.90960500 
4.13735600 
3.68596400 


1 .54694000 
2.09036100 
2.31385500 
1.41092800 
3.00740700 
-0.13818500 
-0.46787200 
-0.81240000 
0.85536700 
0.26319200 
-0.84322200 
-1.38936000 
-1.55731000 
-0.32733000 
-0.12325700 
-1.39729400 
-1.37720100 
-2.25876800 
0.88566600 
1 .35282600 
1 .53040800 
2.50777500 
1.11094500 
0.12840200 
-0.87475300 
-1.70726800 
-0.07231700 
-0.84973300 
-1.66422000 


ET_C_2 

P 1.52270400 0.05487500 


-0.48273700 
-1.23408000 
-0.59826800 
-2.02679000 
-1.68808700 
1 .87754700 
2.20970800 
2.23356400 
2.28361200 
0.00053600 
-0.05468700 
0.90986600 
-0.82595700 
-0.37126900 
-1 .44384700 
-0.00655400 
1 .05722500 
-0.76341100 
0.40855300 
0.62303000 
0.50381100 
1.01769000 
0.10724400 
0.31299200 
0.30324900 
-0.01294300 
0.86768600 
-0.01215600 
-0.58107800 


0.04346100 
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o 

o 

o 

c 

c 

c 

H 

H 

H 

H 

H 

O 

C 

H 

C 

H 

H 

H 

N 

H 

C 

H 

O 

C 

O 

H 

H 

H 

C 

H 


1.56581200 
1 .58695000 
3.37289500 
1 .68274200 
1 .39044600 
5.47214800 
2.59262600 
1 .72267400 
0.40426100 
1.56213800 
2.17194900 
- 0.33103300 
- 1.14268300 
- 0.86224200 
- 2.60740700 
- 1.10766100 
- 2.75106600 
5.93173600 
- 2.79845300 
- 1.92040600 
- 3.56049100 
- 3.83260400 
- 3.94036300 
- 3.98590000 
- 5.06883900 
- 3.88474600 
6.07892000 
0.80883000 
4.18618000 
3.74061200 


- 1.08350100 
1 .66474300 
0.19897300 
2.02821100 
- 0.10796400 
- 0.87876000 
1.62331800 
3.11946900 
- 0.46013200 
0.88464900 
- 0.77266400 
0.29534300 
- 0.82716600 
- 1.46288100 
- 0.33794900 
- 1.46146600 
- 0.03381100 
- 0.05809900 
0.78456300 
1 .24743000 
- 1.47432900 
- 1.56867000 
- 2.27230800 
1.38517500 
0.98285600 
2.30584600 
- 1.74303500 
1.68192100 
- 0.82860600 
- 1 .65746600 


- 0.93911400 
- 0.31577800 
0.29108900 
- 1.68266500 
1 .86484700 
0.46329200 
- 2.13926200 
- 1.71577500 
2.16363200 
2.28518400 
2.23026100 
- 0.05057900 
- 0.16935500 
- 1.01471900 
- 0.36732400 
0.74013500 
- 1.40962200 
1 .00388800 
0.53780300 
0.76254700 
- 0.06418800 
1.01023600 
- 0.88410000 
0.74771100 
0.35269200 
1.35733500 
0.22060400 
- 2.24550200 
0.07131000 
- 0.48092500 
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INT 

_C_3 

p 

-1.60048500 

0.10186800 

0 

-1.57642700 

1.48948400 

0 

-1.84724600 

-1.21744800 

0 

-3.36326100 

-0.01028500 

c 

-1.07783500 

-1.47668600 

c 

-1.29042600 

-0.32724600 

c 

-5.60172600 

0.20966600 

H 

-0.85646800 

-0.55820400 

H 

-1.69313500 

-2.12980100 

H 

-0.42961000 

0.23743200 

H 

-1.05260700 

-1.39102300 

H 

-2.17206900 

-0.11602400 

0 

0.27088000 

-0.22424200 

C 

1.13292800 

0.86316700 

H 

0.84977500 

1.63987900 

C 

2.56325900 

0.35221100 

H 

1.17332800 

1.34855100 

H 

2.63925700 

0.18681400 

H 

-5.99521400 

-0.40179600 

N 

2.75141300 

-0.88863700 

H 

1 .86753300 

-1.33465100 

C 

3.58140900 

1.39983100 

H 

3.91740600 

1 .33603500 

0 

3.95144100 

2.28743800 

C 

3.91571100 

-1.56510600 

0 

4.99136000 

-1.16585600 

H 

3.80320800 

-2.55119500 

H 

-6.29694300 

0.64394700 

H 

-0.13475200 

-1.97090000 

C 

-4.28668200 

0.44547700 

H 

-3.90612200 

1 .07276500 


0.24088100 
-0.33746900 
-0.72605000 
0.66028100 
-1.89409300 
2.00484900 
-0.06725300 
-2.44433100 
-2.51995900 
2.36232900 
2.05802600 
2.60462300 
0.00957000 
0.02288100 
-0.69420900 
-0.32454200 
1.01934900 
-1 .40453600 
0.73743700 
0.41114800 
0.64355400 
0.07031700 
1.12892100 
-0.65671000 
0.46174000 
0.04541600 
0.95673500 
-0.77537000 
-1.65171300 
-0.18705800 
-0.99346100 
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ET C 3 


p 

-1.91212100 

0.03263900 

0 

-1.61848200 

1.25091800 

0 

-1.75070900 

-1.42475000 

c 

-0.81120900 

-1.67839000 

H 

0.19967500 

-1.55541500 

H 

-1.00385400 

-2.70070300 

H 

-0.97518000 

-0.98756400 

C 

-1.73126400 

-0.12655700 

H 

-2.52904400 

-0.76914700 

H 

-0.73677600 

-0.50211600 

H 

-1.84882700 

0.87309500 

0 

0.51416000 

-0.18048900 

C 

1 .29343200 

0.90189500 

H 

1 .52738800 

1 .50649800 

H 

0.85599500 

1.59661600 

C 

2.70402700 

0.43875700 

H 

2.61030900 

0.31147500 

C 

3.74315100 

1.48311200 

H 

4.22682900 

1 .38465700 

0 

3.99913900 

2.41294300 

N 

2.98370700 

-0.81781000 

H 

2.11543000 

-1.19021800 

C 

4.08985600 

-1.56143600 

H 

4.00724600 

-2.54248000 

0 

5.09582000 

-1.24059200 

0 

-3.63065900 

-0.04759500 

C 

-5.72542200 

0.32265700 

H 

-6.22906700 

-0.36750700 

H 

-6.31016000 

0.84485500 

C 

-4.41225200 

0.54260800 

H 

-3.89016700 

1.23368100 


0.29731300 
-0.50615800 
-0.39109700 
-1 .44634900 
-1.06227200 
-1 .77657400 
-2.27781700 
2.09702300 
2.47078600 
2.31096800 
2.52084800 
0.61008600 
0.34027200 
1 .24850600 
-0.39269500 
-0.26459200 
-1 .34842200 
0.01365800 
1.01296100 
-0.71593300 
0.39988200 
0.80496200 
0.22872700 
0.74359600 
-0.38762800 
0.40100800 
-0.61865900 
0.04784600 
-1.36492800 
-0.53173600 
-1.18893200 
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p 

o 

o 

c 

H 

H 

H 

C 

H 

H 

H 

O 

C 

H 

H 

C 

H 

C 

H 

O 

N 

H 

C 

H 

O 

O 

C 

H 

H 

C 

H 


INT 

-2.66899400 

-2.91448200 

-2.25747200 

-1.14278200 

-0.21786700 

-1.06488600 

-1.37671100 

-1.55570400 

-1.69124900 

-0.51483000 

-1.77980800 

1.12310900 

2.11924600 

2.26298700 

2.03438400 

3.53946000 

3.67529100 

4.65245000 

4.86739800 

5.23077700 

3.38902500 

2.38053700 

4.31577200 

3.90332800 

5.48419400 

-4.04766400 

-6.35954200 

-6.31675900 

-7.31338400 

-5.27043100 

-5.27520400 


_C_4 

-0.33257100 
-1.73918200 
0.66960800 
0.33898400 
0.21616500 
1.17779600 
-0.57401600 
-0.03276000 
0.99101100 
-0.16719300 
-0.73625000 
-0.14314300 
-1 .04940300 
-1 .54075700 
-1.87586900 
-0.34456100 
-0.34865500 
-1.10825800 
-0.80365300 
-2.04229600 
0.99384500 
1.17414200 
1 .96384500 
2.93949300 
1 .84557800 
0.43937700 
0.80944500 
1 .72462500 
0.48426100 
0.08434800 
-0.83882700 


-0.10735300 
0.29891200 
1 .08232600 
1.96136400 
1.38089200 
2.65297600 
2.51424300 
-1.47541700 
-1.82858700 
-1.11437700 
-2.27907900 
-0.10021700 
-0.11946000 
-1.11247700 
0.61529400 
0.23739600 
1 .32426900 
-0.40057500 
-1.45092400 
0.11032500 
-0.28337400 
-0.42379400 
-0.23083700 
-0.56735300 
0.11260600 
-0.61222700 
-0.33873500 
-0.91595300 
0.05451100 
-0.10900300 
0.46208200 
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Reativação pela metil-peroxila: 


P 

O 

O 

C 

H 

H 

H 

C 

H 

H 

H 

O 

C 

H 

H 

C 

H 

C 

H 

O 

N 

H 

C 

H 

O 

O 

O 

C 

H 


INT 

0.74888200 
0.69946600 
0.53468600 
1 .49825500 
1 .55360200 
1.09104700 
2.48821100 
2.10767800 
1.77431800 
2.40117000 
2.97835300 
- 0.59096700 
- 1.81588400 
- 2.42037500 
- 1.65036600 
- 2.57324200 
- 2.18579000 
- 4.03066300 
- 4.63000900 
- 4.47874200 
- 2.41575300 
- 1.47063600 
- 3.22857900 
- 2.85070600 
- 4.27923600 
4.15505000 
4.44282900 
5.76560100 
6.01529100 


_ 0_1 

- 0.72667200 
- 1.41006400 
0.88403200 
1.73812600 
1 .43879300 
2.74748800 
1 .65293000 
- 1.04398000 
- 0.83714400 
- 2.09142400 
- 0.35011500 
- 1.05928700 
- 1 .45993800 
- 1.85333900 
- 2.24628200 
- 0.29755700 
- 0.17237500 
- 0.72683600 
- 0.51596900 
- 1.35281900 
0.92438600 
1.09361600 
1.99104600 
2.89507900 
1.98389100 
0.87956800 
0.36650200 
- 0.05722000 
- 0.42835000 


0.17625300 
- 1.14325500 
0.12802100 
- 0.56811100 
- 1.61651200 
- 0.49248500 
- 0.08880700 
1 .28250700 
2.30223400 
1.19344200 
1 .03748900 
1 .09354600 
0.49145700 
1.31354800 
- 0.24838000 
- 0.20519000 
- 1.22098800 
- 0.29438000 
0.61515300 
- 1.22078400 
0.57242300 
0.90397700 
0.39339200 
0.90683100 
- 0.22601800 
0.63376000 
- 0.71861900 
- 0.69087900 
- 1.69730900 
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H 

6.45048800 

0.76776700 -0.42681900 

H 

5.92876800 

-0.86771600 0.04189100 



ET 

0_1 

P 

1 .00830600 

-0.44430500 0.51733700 

0 

1.16254700 

-1.16118200 -0.77543200 

0 

0.58131000 

1.12782400 0.45117800 

C 

1.10139000 

2.04739700 -0.54471200 

H 

0.63922200 

1.83040500 -1.51218200 

H 

0.79691100 

3.04061500 -0.20832900 

H 

2.19147200 

1.93982600 -0.60346500 

C 

2.10771200 

-0.69037700 1.91926700 

H 

1 .57585000 

-0.42754900 2.83586100 

H 

2.40006700 

-1.74148100 1.94322500 

H 

2.97201300 

-0.04570400 1 .69573600 

0 

-0.41500300 

-0.95201400 1.25825400 

C 

-1.48090300 

-1.48713500 0.49533800 

H 

-2.12729300 

-1.99837000 1.21580300 

H 

-1.11662800 

-2.20632800 -0.24200800 

C 

-2.30566100 

-0.40519600 -0.26029500 

H 

-1.82750600 

-0.19235700 -1.22145100 

C 

-3.67624300 

-1.00562800 -0.52603900 

H 

-4.39413800 

-0.90169800 0.31437400 

0 

-3.94105600 

-1.64556900 -1.51173000 

N 

-2.39148600 

0.79366500 0.56202400 

H 

-1.52498400 

1.03808900 1.03225000 

C 

-3.29335600 

1.77063000 0.31811800 

H 

-3.08916500 

2.68357200 0.90953400 

0 

-4.25085600 

1.68125200 -0.43250600 

0 

3.55634700 

0.85995600 0.11564400 

0 

4.56761500 

-0.10667900 -0.32118200 

C 

4.48170800 

-0.18094900 -1.71125700 


185 



H 5.23780900 -0.91062500 

H 3.48790000 -0.51487200 

H 4.69916300 0.79424600 


INT O i 1 2 


p 

1.35527100 

-0.15740900 

0 

1 .47722500 

-1.36467100 

0 

0.49282600 

1.19881100 

0 

2.82822700 

0.78599900 

c 

0.79146100 

1.97313000 

c 

2.08134500 

-0.02186000 

H 

1.60379900 

2.67787400 

H 

1 .07065300 

1.34122100 

H 

1 .90356900 

0.99357600 

H 

1.60501400 

-0.73381600 

H 

3.15349900 

-0.18907500 

0 

-0.19324700 

-0.62977600 

C 

-1.15903000 

-1.38347600 

H 

-0.71098000 

-2.08315300 

C 

-2.18844100 

-0.48942100 

H 

-1.71611700 

-1.95210100 

H 

-1.78804900 

-0.25946400 

N 

-2.38246000 

0.71825300 

H 

-1.55017500 

0.96801800 

C 

-3.47038300 

-1.26909200 

H 

-4.16247200 

-1.18985500 

0 

-3.71037300 

-2.00152800 

C 

-3.33257800 

1 .63538200 

0 

-4.26808500 

1.50293700 

H 

-3.19568300 

2.55523900 

H 

-0.12610200 

2.51793900 

C 

4.27294600 

-0.58746500 


-2.04248300 

-2.04192700 

-2.18549600 


0.41267600 
-0.48210800 
-0.07284900 
-0.21502900 
-1 .23254400 
2.10027900 
-1 .04303500 
-2.07893600 
2.46090900 
2.76987900 
2.02662800 
1.27188200 
0.61070800 
-0.10077100 
-0.17556100 
1 .37067500 
-1.16717700 
0.60705400 
1.13527600 
-0.33491000 
0.53311800 
-1.26386800 
0.34794200 
-0.42731600 
0.95213400 
-1.47711900 
-1.38049400 


186 



H 

4.44529100 

0.19767100 

-2.13033400 

H 

5.18942100 -1.17715400 

-1.25837200 

H 

3.44201600 -1.22923100 

-1.68099300 

0 

4.02499700 -0.02271000 

-0.10620300 


ET_0_i 1 2 


P 

1.47101200 

0.09316900 

0.15819500 

0 

1.49119600 -1.01057100 

-0.86707100 

0 

1.38077900 

1 .70885600 

-0.21631900 

0 

3.29304700 

0.41197600 

0.24427400 

C 

2.22142400 

2.31067800 

-1.19339600 

C 

1.48393900 -0.20925300 

1 .97249600 

H 

3.17906500 

2.61159400 

-0.76181300 

H 

2.41480800 

1 .63598600 

-2.03192200 

H 

1.39531700 

0.76137300 

2.46472900 

H 

0.63466500 -0.82753300 

2.26375000 

H 

2.42232300 -0.67875100 

2.25920300 

0 

-0.37677800 

0.26138000 

0.27241600 

C 

-1.17815600 -0.86345800 

0.12908300 

H 

-0.77798700 -1.56544300 

-0.60855100 

C 

-2.58939900 -0.39031900 

-0.34316900 

H 

-1.29780700 -1.40987700 

1 .08759500 

H 

-2.57405200 -0.23473800 

-1.42684900 

N 

-2.86675100 

0.85204300 

0.36015900 

H 

-2.00959200 

1 .32725900 

0.63821900 

C 

-3.61129000 -1.45866500 

-0.02324500 

H 

-4.02672900 -1.39857400 

1.00719600 

0 

-3.90580000 -2.35917200 

-0.76934100 

C 

-4.05178200 

1 .48848900 

0.32372900 

0 

-5.08776100 

1.04709500 

-0.15036300 

H 

-4.00270400 

2.48611700 

0.80573500 

H 

1.68463100 

3.19095900 

-1.56132400 


187 



c 

4.49776400 

-1.34156600 

-0.65832700 

H 

5.19336700 

-0.64035400 

-1.14133900 

H 

5.04141800 

-2.25073000 

-0.37449800 

H 

3.67076500 

-1.58448100 

-1.32897900 

0 

4.00776500 

-0.80957400 

0.55787800 



INT 

_0_2 


P 

1 .46825700 

0.11316500 

0.09713700 

0 

1 .55299800 

-1.06372700 

-0.83943600 

0 

1.45442100 

1 .69904300 

-0.39420400 

0 

3.28357700 

0.40562900 

0.32397200 

C 

2.36398400 

2.19154300 

-1.37062800 

C 

1 .32073400 

-0.04616000 

1 .92365700 

H 

3.31006500 

2.49236700 

-0.91420300 

H 

2.57183500 

1.44526100 

-2.14279500 

H 

0.41466100 

-0.58571000 

2.19929400 

H 

1 .26704200 

0.96522800 

2.33162400 

H 

2.20415600 

-0.54652100 

2.31434000 

0 

-0.37765200 

0.31814100 

0.02557900 

C 

-1.17093700 

-0.81709000 

-0.07313500 

H 

-0.83240900 

-1.49704300 

-0.86086700 

C 

-2.62364800 

-0.35270700 

-0.39482500 

H 

-1.19254200 

-1.39610600 

0.87357600 

H 

-2.70602300 

-0.13504200 

-1.46480400 

N 

-2.86541700 

0.83985500 

0.40213800 

H 

-1.99888500 

1.32104400 

0.63558800 

C 

-3.59260700 

-1.46347500 

-0.05307200 

H 

-3.92120300 

-1.47173100 

1 .00979600 

0 

-3.93030900 

-2.32699300 

-0.82400600 

C 

-4.06164400 

1 .44937200 

0.49882100 

0 

-5.12373600 

1.01118600 

0.08386700 

H 

-3.99259600 

2.41852000 

1.03352300 


188 



H 

1 .88055200 

3.05714900 

-1.83457400 

C 

4.52433900 

-1.42575500 

-0.34567300 

H 

5.02154600 

-2.32111000 

0.04660600 

H 

3.75327400 

-1.70234000 

-1.06793300 

H 

5.27430300 

-0.77166600 

-0.81335100 

0 

3.94307300 

-0.80116700 

0.78314000 



ET_ 

0_2 


P 

1 .49395900 

0.13629200 

0.11500000 

0 

1.59110300 

-1.03660400 

-0.82510700 

0 

1 .50877600 

1 .73322400 

-0.34729400 

0 

3.29681000 

0.42637900 

0.37145500 

C 

2.12176100 

2.08521600 

-1.57980400 

C 

1 .29743600 

0.00153300 

1 .93479600 

H 

3.20821700 

1 .97730400 

-1.52494600 

H 

1 .74285200 

1.47113300 

-2.40422700 

H 

0.36940900 

-0.50411200 

2.19985100 

H 

1 .27352900 

1.01958700 

2.32860200 

H 

2.15873900 

-0.52119500 

2.34606200 

0 

-0.36520500 

0.33462000 

-0.02041800 

C 

-1.14876300 

-0.80678800 

-0.11978500 

H 

-0.82185300 

-1.47332800 

-0.92413600 

C 

-2.61354300 

-0.35398000 

-0.40237000 

H 

-1.14447700 

-1.40157900 

0.81744300 

H 

-2.71947000 

-0.11095300 

-1.46490500 

N 

-2.85282200 

0.81521400 

0.42900200 

H 

-1.98621700 

1 .29894900 

0.65788200 

C 

-3.56153400 

-1.48509300 

-0.07039000 

H 

-3.86935400 

-1.52443200 

0.99795200 

0 

-3.90326000 

-2.33327900 

-0.85660300 

C 

-4.05313300 

1 .40883200 

0.56605900 

0 

-5.11887800 

0.97097800 

0.16030700 


189 



H 

-3.98312100 

2.36369700 

1.12580700 

H 

1 .86250000 

3.13023400 -1.76989800 

C 

4.55915700 

-1.39102000 -0.30333000 

H 

5.05303500 

-2.29099700 

0.08275900 

H 

3.80575500 

-1.65914600 -1.04725600 

H 

5.31570000 

-0.72553400 -0.74388200 

0 

3.95151000 

INT 

-0.78940700 0.82313700 

_0_3 

P 

-1.60759000 

-0.18655300 

0.03444500 

0 

-1.68394900 

1.04894300 -0.82105000 

0 

-1.65496600 

-1.73374600 -0.55242700 

0 

-3.37298000 

-0.49633900 

0.30120700 

C 

-1.12437200 

-2.03301000 -1.83566000 

C 

-1.31934200 

-0.16421400 

1 .84779200 

H 

-1.52444000 

-1.35767200 -2.59983200 

H 

-0.03543400 

-1.95786300 -1.83127800 

H 

-0.40912200 

0.38068000 

2.09420600 

H 

-1.20936200 

-1.20278600 

2.16620800 

H 

-2.18264600 

0.27725100 

2.34118900 

0 

0.31140400 

-0.37843600 -0.14306500 

C 

1 .06937800 

0.77248400 -0.27915700 

H 

0.80500700 

1.36269500 -1.16324300 

C 

2.57084400 

0.35556300 -0.38821900 

H 

0.96358600 

1.44853100 

0.59427600 

H 

2.78149800 

0.00975600 -1.40608700 

N 

2.77043300 

-0.70921000 

0.58120100 

H 

1 .89752900 

-1.18784400 

0.79713000 

C 

3.44678300 

1.55351600 -0.10037800 

H 

3.66135600 

1.71427900 

0.97939800 

0 

3.82543300 

2.33109300 -0.94109600 

C 

3.96792000 

-1.25139600 

0.87314100 


190 



0 

5.05311200 

-0.83416600 

0.49941300 

H 

3.87237500 

-2.13922900 

1.53110000 

H 

-1.43587100 

-3.05474500 

-2.06846000 

C 

-4.62844800 

1.41044800 

-0.04735300 

H 

-5.08765600 

2.25513400 

0.48008000 

H 

-3.91042700 

1.76617100 

-0.78961000 

H 

-5.41380000 

0.81318400 

-0.53054000 

0 

-3.97159900 

0.65951100 

0.95694200 


ET O 3 


P 

1.94575300 -0.21042500 

-0.03195100 

0 

1 .84250000 

0.98574600 

0.84364100 

0 

1.82661100 -1.69941400 

0.57585500 

C 

1.17448300 -1.94773400 

1.83419400 

H 

0.13199700 -1.64324500 

1 .74000900 

H 

1.27534500 -3.01959700 

2.01257900 

H 

1.67018600 -1.39463500 

2.63693000 

C 

1.38125800 -0.16817500 

-1.75312600 

H 

1.35578800 -1.19468700 

-2.12103500 

H 

0.38455200 

0.25568100 

-1.79818300 

H 

2.10715400 

0.40971100 

-2.32691600 

0 

-0.58824900 -0.46809100 

0.17371600 

C 

-1.27988200 

0.67234400 

0.40893200 

H 

-1.12013200 

1.45812600 

-0.37100200 

H 

-1.06332800 

1.16686500 

1.37232500 

C 

-2.85778100 

0.36417600 

0.42563800 

H 

-3.15048400 

0.04622200 

1.43227800 

C 

-3.62078500 

1 .60032800 

0.06276100 

H 

-3.73986700 

1 .75368300 

-1.03446300 

0 

-4.01188100 

2.42633200 

0.85608300 

N 

-3.01611600 -0.70209700 

-0.53959200 

H 

-2.09908800 -1.15194900 

-0.68222300 


191 



c 

-4.18094800 

-1.26789200 

-0.89455200 

H 

-4.02228100 

-2.15808200 

-1.54049000 

0 

-5.30318800 

-0.88393400 

-0.59464400 

0 

3.62104700 

-0.49484300 

-0.34303900 

0 

4.16589200 

0.68184300 

-1.01393200 

C 

4.83863700 

1 .44783400 

-0.02399700 

H 

4.13687600 

1.79831800 

0.73549100 

H 

5.64536900 

0.86417800 

0.43430000 

H 

5.26268900 

2.29408300 

-0.57373800 



INT 

_0_4 


P 

2.65263500 

0.03413300 

0.16718800 

0 

2.97568200 

1 .38809800 

0.68191900 

0 

2.10477700 

-1.04154600 

1 .22238800 

C 

0.98085600 

-0.71110500 

2.08937400 

H 

0.10352400 

-0.42830400 

1.49044100 

H 

0.78871000 

-1.61642700 

2.66485500 

H 

1 .27043700 

0.09873500 

2.76336400 

C 

1 .59865700 

-0.03523200 

-1.28275300 

H 

1 .64275700 

-1 .03745800 

-1.71239500 

H 

0.55979000 

0.18299500 

-0.96290200 

H 

1.94604100 

0.69711400 

-2.01219700 

0 

-1.12872700 

0.17467600 

0.00851400 

C 

-2.09867800 

1.10731200 

0.04323700 

H 

-2.17327800 

1.71567000 

-0.89074800 

H 

-2.03680400 

1 .83903200 

0.87465000 

C 

-3.55616700 

0.41062300 

0.23632800 

H 

-3.75522200 

0.29338500 

1.30704600 

C 

-4.60962500 

1 .27780600 

-0.36840600 

H 

-4.76909100 

1.10446100 

-1.45775900 

0 

-5.19408300 

2.16424600 

0.21554000 

N 

-3.40722400 

-0.86232300 

-0.42839800 


192 



H 

-2.39635600 

-1.05497700 -0.53287200 

C 

-4.35846100 

-1.80213800 -0.54703400 

H 

-3.94925200 

-2.74349800 -0.97321600 

0 

-5.54288600 

-1.68936000 -0.26092800 

0 

4.02039300 

-0.88020600 -0.19004600 

0 

4.74754400 

-0.14342100 -1.22242200 

C 

5.82331700 

0.52238900 -0.56961700 

H 

5.44750400 

1.26216100 

0.14014200 

H 

6.47697900 

-0.20010600 -0.07058000 

H 

Reativação pelo i 

6.36431000 

metil-sulfenato: 

INT 

1.01366900 -1.38336300 

_S_1 

P 

-0.28974200 

-0.93116500 -0.08903200 

0 

-0.17118900 

-1.65160000 

1.20620100 

0 

-0.20240100 

0.68538100 

0.01513400 

0 

-3.62914500 

0.44905900 -0.16556700 

C 

-1.07432600 

1 .43076900 

0.92177300 

C 

-1.64439300 

-1.33186700 -1.17762700 

H 

-2.13167200 

1.24011500 

0.67247200 

H 

-0.84119500 

1.14747000 

1.95111700 

H 

-1.77609000 

-2.41535500 -1.19244300 

H 

-1.40963200 

-0.97003900 -2.18027300 

H 

-2.56899500 

-0.80627900 -0.80949300 

0 

1 .03700400 

-1.13902300 -1.05345100 

C 

2.31792200 

-1 .42424900 -0.50028000 

H 

2.25322400 

-2.22008600 

0.24492100 

C 

2.99122000 

-0.19490400 

0.16308700 

H 

2.92149500 

-1.76445900 -1.34607000 

H 

2.61921300 

-0.08684400 

1.18674200 


193 



N 

2.71676000 

0.99781400 

-0.62660300 

H 

1 .75729000 

1 .07965200 

-0.94687800 

C 

4.48176800 

-0.50031200 

0.22459300 

H 

5.04469400 

-0.24147700 

-0.69560800 

0 

4.99703800 

-1.08239000 

1.14428200 

C 

3.43220100 

2.13585000 

-0.46335900 

0 

4.48360200 

2.22572100 

0.14705800 

H 

2.97115700 

2.99811100 

-0.98022300 

H 

-0.81968200 

2.47895400 

0.76170800 

C 

-5.99828300 

-0.13425800 

1.01658800 

H 

-7.08305800 

0.00939300 

0.95104900 

H 

-5.77034500 

-1.20517400 

0.98876600 

H 

-5.63331400 

0.27437900 

1.96498100 

S 

-5.21001200 

0.73006700 

-0.39418600 


ET S 1 


P 

0.75109600 

-0.28667200 

0.68946000 

0 

0.95587400 

-1.19793200 

-0.46759500 

0 

0.29807400 

1 .24642600 

0.37833900 

0 

3.17462300 

0.86420200 

0.11120900 

C 

0.80647600 

2.01596800 

-0.74379000 

C 

1 .76457200 

-0.31921600 

2.18261900 

H 

1 .90050700 

1.95274100 

-0.74114500 

H 

0.39198200 

1.61647000 

-1.67357900 

H 

2.14040700 

-1.33659900 

2.30326700 

H 

1.14475700 

-0.04770500 

3.03880900 

H 

2.59712500 

0.35930300 

1 .99755600 

0 

-0.69592600 

-0.71244000 

1 .44396000 

C 

-1.71508200 

-1.38837100 

0.73163300 

H 

-1.30360600 

-2.20277300 

0.13105200 

C 

-2.52744600 

-0.45951900 

-0.21677200 

H 

-2.38235900 

-1.79943200 

1 .49596400 


194 



H 

-2.01306700 

-0.38817300 

N 

-2.67082400 

0.85029400 

H 

-1.83343400 

1.18316500 

C 

-3.87433500 

-1.12770000 

H 

-4.63064100 

-0.90766100 

0 

-4.08423700 

-1.92258200 

C 

-3.57448800 

1 .75739700 

0 

-4.49224000 

1.53183500 

H 

-3.41356600 

2.75489300 

H 

0.44173300 

3.03269900 

C 

4.01616800 

-0.77671100 

H 

4.83972500 

-1.42953800 

H 

3.10473800 

-1.35889900 

H 

3.84117300 

-0.02358500 

S 

4.49870800 

0.01599700 



1 NT_S_i 1 2 

P 

-1.07120700 

0.02337400 

0 

-1.27211100 

1.38506700 

0 

-0.22980100 -1.16794000 

0 

-2.61380000 -0.78644200 

C 

-0.61444800 -1.71876600 

C 

-1.72272100 -0.51763200 

H 

-1.43196400 -2.43177400 

H 

-0.92835500 -0.93896600 

H 

-2.72811000 -0.10914100 

H 

-1.07670200 -0.17531400 

H 

-1.79348600 -1.60600100 

0 

0.49457100 

0.35135200 

C 

1 .42683900 

1.23272900 

H 

0.94172900 

2.04409800 

C 

2.43381400 

0.51921000 


-1.18019200 

0.40321100 

0.87160400 

-0.43873900 

0.34367300 

-1.31913800 

-0.03039200 

-0.80159400 

0.42145000 

-0.58524300 

-1.90363800 

-2.21528000 

-1.75787900 

-2.68008000 

-0.32383200 


0.55237700 

-0.06128700 

-0.25810200 

-0.19130000 

-1.51674600 

2.18879200 

-1.40637700 

-2.21449000 

2.29534400 

2.99277200 

2.18612700 

1.41247000 

0.86518600 

0.31554400 

-0.10810700 


195 



H 

2.00494500 

1 .65952600 

1.69780600 

H 

2.00101000 

0.46707800 

-1.11117600 

N 

2.67712600 

-0.80784800 

0.42958300 

H 

1.87232700 

-1.17385800 

0.93053500 

C 

3.69847300 

1 .34276000 

-0.16610800 

H 

4.42642200 

1.11819400 

0.64498800 

0 

3.88885900 

2.23946000 

-0.95084500 

C 

3.63080600 

-1.63863300 

-0.03195000 

0 

4.53181100 

-1.34056900 

-0.80144000 

H 

3.53311600 

-2.65827000 

0.39276300 

H 

0.27843100 

-2.21625000 

-1.90853900 

C 

-3.98467900 

1.16486400 

-1.51040900 

H 

-4.92669600 

1.72319800 

-1.50717100 

H 

-3.13720500 

1.82271700 

-1.32371700 

H 

-3.86989100 

0.65179400 

-2.46849900 

S 

-4.09013100 

-0.03920800 

-0.14553600 



ET_S_i 1 2 


P 

1.17356100 

0.20378300 

0.18989900 

0 

1.24730700 -0.95460400 

-0.76904600 

0 

1.03793400 

1.78461100 

-0.27078300 

0 

3.02843100 

0.56040600 

0.26387300 

C 

1.94801400 

2.43674300 

-1.14905000 

C 

1.22284100 -0.00105000 

2.01968600 

H 

2.86418100 

2.72566000 

-0.63234400 

H 

2.21560800 

1.80022100 

-1.99683900 

H 

2.10629300 -0.57211300 

2.30210900 

H 

0.32025200 -0.49192100 

2.38207500 

H 

1.28772700 

0.99576900 

2.45967000 

0 

-0.65635300 

0.31799800 

0.29218100 

C 

-1.42337800 -0.84019600 

0.22823700 

H 

-0.98507000 -1.58765400 

-0.43916500 


196 



c 

-2.83376900 

-0.45190000 

-0.31331000 

H 

-1.54748000 

-1.30384400 

1 .22789700 

H 

-2.79773500 

-0.39426400 

-1.40603200 

N 

-3.16506900 

0.83977100 

0.26791900 

H 

-2.33286800 

1 .37030000 

0.51805500 

C 

-3.83324200 

-1.51826500 

0.08037900 

H 

-4.27602800 

-1.37769700 

1.09135600 

0 

-4.08254800 

-2.49071200 

-0.58720800 

C 

-4.36801800 

1.43101100 

0.14184700 

0 

-5.37533400 

0.91219500 

-0.31432200 

H 

-4.36334900 

2.47028000 

0.52846100 

H 

1.42149500 

3.32188200 

-1.51995800 

C 

4.26641600 

-1.38359800 

-1.19535800 

H 

4.95822200 

-2.22827800 

-1.11151000 

H 

3.27466900 

-1.71613800 

-1.49816300 

H 

4.66390100 

-0.65794500 

-1.90949100 

S 

4.14209800 

-0.64781400 

0.46798900 



INT 

_S_2 


P 

1.17066300 

0.23179600 

0.05131700 

0 

1 .32808600 

-1.01657500 

-0.77541700 

0 

1.12616800 

1.76179200 

-0.56741100 

0 

3.01297800 

0.56996300 

0.30626100 

C 

2.14015100 

2.31098100 

-1.40069300 

C 

1 .00347800 

0.21825000 

1 .88682200 

H 

3.00273400 

2.63624100 

-0.81741500 

H 

2.48114100 

1.59019700 

-2.14903000 

H 

0.05525400 

-0.22124600 

2.19514900 

H 

1 .04029400 

1 .25627000 

2.22267600 

H 

1 .83485500 

-0.32707800 

2.33122300 

0 

-0.65578600 

0.37132900 

-0.07623900 

C 

-1.40926100 

-0.79771000 

-0.08555200 


197 



H 

-1.06672400 -1.50964100 

C 

-2.88381400 -0.40224900 

H 

-1.37985600 -1.31949000 

H 

-3.00121600 -0.23665400 

N 

-3.15438900 

0.81460400 

H 

-2.30641100 

1 .34577600 

C 

-3.80033100 -1.53384300 

H 

-4.10584400 -1.50618800 

0 

-4.11862600 -2.44362700 

C 

-4.37348100 

1.37883200 

0 

-5.42415800 

0.87684700 

H 

-4.33369600 

2.37431200 

H 

1 .67854700 

3.16255600 

C 

4.35765500 -1.54277100 

H 

5.02464500 -2.37319100 

H 

3.40162400 -1.90544000 

H 

4.84173300 -0.90162800 

S 

4.06237700 -0.62442200 


P 

ET_S_2 

-1.24668400 -0.29097300 

0 

-1.39994800 

0.93718400 

0 

-1.20845500 -1.85860000 

0 

-3.06384000 -0.63346100 

C 

-1.39225200 -2.09247800 

C 

-1.02996500 -0.29274400 

H 

-2.37372200 -1.73975300 

H 

-0.60861100 -1.60521000 

H 

-0.07734200 

0.14881300 

H 

-1.05486300 -1.33616500 

H 

-1.85597600 

0.24042500 

0 

0.62037400 -0.39066800 


-0.84215600 
-0.38815900 
0.89255200 
-1 .46420000 
0.36169100 
0.54646300 
0.02689800 
1 .09608400 
-0.69713600 
0.45929900 
0.09159900 
0.94602700 
-1.91047700 
-0.77946200 
-0.52513700 
-1.15384200 
-1.52044100 
0.76767300 


0.08646800 
-0.77175100 
-0.44007500 
0.31599200 
-1.82551200 
1 .90748200 
-2.15948400 
-2.41663300 
2.19613500 
2.22703600 
2.37632000 
- 0.10220000 


198 



c 

1 .34783500 

0.79260000 

-0.13477800 

H 

1.01605800 

1.47225100 

-0.92590500 

C 

2.84260400 

0.42474900 

-0.37700500 

H 

1 .27683900 

1 .35060500 

0.82129800 

H 

2.99696900 

0.21531900 

-1.44092300 

N 

3.11672700 

-0.75075000 

0.43431500 

H 

2.27126300 

-1.28649700 

0.62120900 

C 

3.71737800 

1.59616600 

0.01287700 

H 

3.99162000 

1.62351500 

1 .09056600 

0 

4.03460400 

2.48160100 

-0.74164700 

C 

4.34231900 

-1.28626500 

0.59231100 

0 

5.39423700 

-0.78392600 

0.22856500 

H 

4.30610200 

-2.25750100 

1.12629800 

H 

-1.33118700 

-3.17365800 

-1.97273100 

C 

-4.42044800 

1.48821900 

-0.74733200 

H 

-5.09130800 

2.31388500 

-0.48771500 

H 

-3.47245400 

1.85715400 

-1.13517700 

H 

-4.90769000 

0.84085200 

-1.48065200 

S 

-4.10394600 

0.57233100 

0.79648800 


P 

INT_S_3 

1.31711400 -0.31917200 

-0.01766600 

0 

1.45107800 

0.93766700 

0.79921200 

0 

1.30693300 -1.84809200 

0.59937400 

0 

3.10042100 -0.66292700 

-0.29009600 

C 

0.78845400 -2.09968000 

1 .89788400 

C 

1.03886200 -0.36189700 

-1.83525000 

H 

1.26370500 -1.45719100 

2.64711000 

H 

-0.29110300 -1.93927300 

1 .92405000 

H 

0.08735800 

0.09317100 

-2.10386200 

H 

1.02984700 -1.41333100 

-2.12884900 

H 

1.85821600 

0.14138100 

-2.34672500 


199 



0 

-0.59085500 

-0.42003000 

0.17028100 

c 

-1.30042900 

0.76989800 

0.22758500 

H 

-1.00406500 

1.40651800 

1.06773000 

C 

-2.81513400 

0.42471100 

0.36853200 

H 

-1.16891600 

1.37622000 

-0.69190500 

H 

-3.03308700 

0.15493800 

1.40757900 

N 

-3.06811000 

-0.69140400 

-0.52873100 

H 

-2.22234100 

-1.22712100 

-0.71358600 

C 

-3.64207900 

1 .63860600 

0.00732600 

H 

-3.85635900 

1.73970600 

-1.07954800 

0 

-3.98180000 

2.48275100 

0.79861600 

C 

-4.29219800 

-1.19214600 

-0.78435400 

0 

-5.35352600 

-0.69749200 

-0.43859000 

H 

-4.24298200 

-2.12485200 

-1.38238100 

H 

1 .02408900 

-3.14218700 

2.12627300 

C 

4.47458800 

1 .49267500 

0.64442600 

H 

5.12837700 

2.31641600 

0.33949600 

H 

3.53948900 

1.86318500 

1.06087300 

H 

4.99381800 

0.86308000 

1.37065100 

S 

4.10272700 

0.53804500 

-0.86238000 


P 

ET_S_3 

-1.57912900 -0.35591900 

0.13610000 

0 

-1.42751900 0.94517300 

-0.57595400 

0 

-1.24144500 -1.77322000 

-0.56607700 

C 

-0.38202500 -1.85894900 

-1.70759700 

H 

0.60293400 -1.48170600 

-1.43566300 

H 

-0.34456000 -2.91613200 

-1.97629600 

H 

-0.79120600 -1.28608600 

-2.54505000 

C 

-1.48275100 -0.54299200 

1.94331000 

H 

-1.88370500 -1.52493100 

2.19992600 

H 

-0.44977800 -0.44541300 

2.25680500 


200 



H 

-2.11830700 

0.22547500 

2.38790200 

0 

0.77176900 

-0.35366900 

0.44233800 

C 

1 .44358400 

0.82318400 

0.29229300 

H 

1 .54077600 

1 .39293400 

1 .24678000 

H 

0.98377800 

1.51017500 

-0.43315300 

C 

2.93104500 

0.54244000 

-0.22063700 

H 

2.93058300 

0.46719800 

-1.31349600 

C 

3.83209500 

1.67135200 

0.18590100 

H 

4.24725400 

1.57100000 

1.21510600 

0 

4.04342500 

2.65776900 

-0.48049700 

N 

3.29664200 

-0.71460800 

0.40115600 

H 

2.44587500 

-1.20383300 

0.70673900 

C 

4.49129600 

-1.31911400 

0.29004800 

H 

4.48095600 

-2.33321000 

0.74339000 

0 

5.50059300 

-0.85056600 

-0.21712300 

0 

-3.28360500 

-0.71708900 

0.02813100 

C 

-4.48289300 

1 .49886500 

-0.97995000 

H 

-3.49407700 

1.91079900 

-1.17334800 

H 

-4.83631300 

0.92309000 

-1.83721200 

H 

-5.20050200 

2.29273000 

-0.75042400 

S 

-4.40694500 

0.44269000 

0.49947700 



INT_S_4 


P 

2.34420200 

0.04587100 

0.22751300 

0 

2.67686000 

1 .47244700 

0.47637800 

0 

1.76013800 -0.78895800 

1.46463100 

C 

0.60379200 -0.29015200 

2.19832800 

H 

-0.25518200 -0.15674800 

1 .52522800 

H 

0.39693200 -1.04836900 

2.95333000 

H 

0.86473900 

0.65227500 

2.68594000 

C 

1.29233900 -0.27881100 

-1.19131600 

H 

1.31006700 -1.34593100 

-1.42063800 


201 



H 

0.25466100 

0.01798800 

-0.93608200 

H 

1.65671500 

0.29236500 

-2.04672200 

O 

-1.47232500 

0.16072300 

-0.05783600 

C 

-2.43811900 

1 .09347400 

-0.15592700 

H 

-2.51697300 

1 .55698800 

-1.16929500 

H 

-2.36798600 

1 .94006500 

0.55765600 

C 

-3.89621200 

0.44059000 

0.14843700 

H 

-4.08568500 

0.48250500 

1.22648200 

C 

-4.95197000 

1.21576700 

-0.56734400 

H 

-5.12306500 

0.88566900 

-1.61801600 

O 

-5.52662200 

2.18146900 

-0.11406300 

N 

-3.75900000 

-0.91683300 

-0.32409500 

H 

-2.75013900 

-1.12889500 

-0.40654600 

C 

-4.71553700 

-1.85832300 

-0.29383000 

H 

-4.31495000 

-2.85470100 

-0.58011100 

O 

-5.89649800 

-1.69727000 

-0.01686800 

O 

3.69670700 

-0.91321100 

0.04402400 

C 

5.78701300 

0.79718900 

-0.06318500 

H 

5.11627000 

1.60681400 

0.21961200 

H 

6.21320900 

0.31702400 

0.81833900 

H 

6.59220600 

1.16967500 

-0.70357000 

S 

4.88532700 

-0.41856100 

-1.06692200 


Reativação pelo hidrazonato do formaldeído: 


P 

O 

O 

C 

C 


INT 

-0.73518400 

-0.56609000 

-0.57696900 

-1.47311300 

-2.17507200 


N_1a 

-0.86392300 

-1.66483100 

0.73458500 

1.48216200 

-1.16875900 


0.07713400 

1.31774900 

0.25964000 

1.14344200 

-0.93661500 


202 



N 

-4.86540800 

0.21320100 

C 

-6.14876600 

-0.03497200 

H 

-1.48035300 

1.01173100 

H 

-2.48618800 

1 .52994900 

H 

-2.22823500 

-2.23805300 

H 

-2.08698800 

-0.60359100 

H 

-3.10300000 

-0.84037400 

0 

0.50378000 

-1.07224900 

C 

1.81320200 

-1.42282100 

H 

1.77617400 

-2.23735000 

C 

2.58185400 

-0.23693500 

H 

2.33244300 

-1.75984600 

H 

2.29629600 

-0.14147500 

H 

-6.89134600 

0.77617400 

N 

2.29148400 

0.98435500 

H 

1.31649900 

1.10542300 

C 

4.06098500 

-0.59564700 

H 

4.56117300 

-0.32764900 

0 

4.62279500 

-1.22267000 

C 

3.05610000 

2.09360400 

0 

4.15010900 

2.13035300 

H 

2.59085500 

2.98442200 

H 

-6.48664800 

-1.06211500 

H 

-1.03227300 

2.47703900 

N 

-4.32825900 

1 .40642900 

H 

-5.09551400 

2.11534600 



ET_ 

N_1a 

P 

-0.95055500 

-0.62897000 

0 

-0.89728200 

-1.23878900 

0 

-0.64703600 

0.96608500 

C 

-1.09336400 

1.92555100 


-0.04771300 
-0.00146200 
2.12973700 
0.70343400 
-1.15119700 
-1 .86525400 
-0.42945300 
-0.99158700 
-0.55176400 
0.17470400 
0.08488500 
-1.45271600 
1.13715100 
-0.04898800 
-0.65325000 
-0.90548700 
0.02153400 
-0.93162300 
0.88225600 
-0.51393300 
0.02231800 
-0.97523200 
0.09211700 
1.21992000 
-0.16461700 
-0.19459000 


-0.14542100 

1.20680100 

-0.25034300 

0.74118200 


203 



c 

-2.17241100 

-1.06277400 

N 

-4.64358200 

0.37397900 

C 

-5.91449800 

0.31603000 

H 

-0.54590700 

1 .76877900 

H 

-2.17156200 

1 .78684900 

H 

-2.39108100 

-2.12707700 

H 

-1.72245100 

-0.88661900 

H 

-3.09235000 

-0.48772700 

0 

0.40244300 

-1.10659200 

C 

1 .58860000 

-1.50807800 

H 

1 .36658600 

-2.17984800 

C 

2.41659400 

-0.31512000 

H 

2.17704900 

-2.04127600 

H 

2.03722300 

-0.04035200 

H 

-6.27045900 

0.29596400 

N 

2.32807000 

0.80313900 

H 

1 .40544700 

0.94292400 

C 

3.84742800 

-0.80561100 

H 

4.46191900 

-0.72661800 

0 

4.26095500 

-1.34187200 

C 

3.17157400 

1.85831300 

0 

4.19921700 

1.90214200 

H 

2.84336100 

2.69665800 

H 

-6.63862900 

0.28659000 

H 

-0.84857400 

2.90631400 

N 

-3.66995500 

0.39747700 

H 

-4.06389400 

0.32015700 


I NT_N 1 b 

P -0.65841000 -1.09451800 

O -0.41287500 -1.84461000 

O -0.69020900 0.51975200 


-1 .39450000 
-0.09950200 
0.18961600 
1.67481500 
0.88757300 
-1.28515900 
-2.37385900 
-1 .25572600 
-1.02038400 
-0.35685500 
0.47529300 
0.19844100 
-1.10998500 
1.18759300 
1.23071100 
-0.72995500 
-1.12909000 
0.35249300 
-0.56866000 
1 .34849300 
-0.66382000 
-0.00866800 
-1.30728600 
-0.61882300 
0.32927300 
0.78542500 
1.74633100 


0.02665100 

1.28618600 

0.18225900 


204 



c 

-1.65732500 

1.17302600 

c 

-2.04635900 

-1.55559900 

N 

-4.71108400 

0.93171100 

C 

-5.85281600 

1.55536100 

H 

-1.75249900 

0.60964100 

H 

-2.63057700 

1 .25450800 

H 

-2.07686800 

-2.64332700 

H 

-1.93309200 

-1.10370700 

H 

-2.99885200 

-1.17514900 

0 

0.62289400 

-1.16600800 

C 

1.95173500 

-1.37007000 

H 

1.98621300 

-2.17756400 

C 

2.57568900 

-0.10377100 

H 

2.52466600 

-1.65689900 

H 

2.26654700 

-0.03697300 

H 

-6.81152700 

1.01650700 

N 

2.16263800 

1.07513900 

H 

1.18545500 

1 .08372800 

C 

4.08578500 

-0.29735400 

H 

4.56701800 

0.02205200 

0 

4.70132000 

-0.85644000 

C 

2.79478000 

2.26388200 

0 

3.86826600 

2.42622300 

H 

2.23987000 

3.09484400 

H 

-5.85512400 

2.63062400 

H 

-1.23916800 

2.15847500 

N 

-4.57928500 

-0.36143400 

H 

-5.52591100 

-0.80107800 


P 

ET_ 

-0.96333900 

N_1b 

-0.88962000 

0 

-0.97466500 

-1.39704600 


1 .05854000 
-0.99014400 
-0.01711100 
-0.13831000 
1.98821200 
0.56302500 
-1.07983200 
-1 .97744200 
-0.52055200 
-1.01286300 
-0.54125800 
0.19305800 
0.10036500 
-1.42710700 
1.14819600 
-0.08825600 
-0.64796900 
-0.92027300 
0.05938500 
-0.88780200 
0.93024600 
-0.50205400 
0.05218100 
-0.97588700 
-0.28782100 
1.26822300 
0.18170200 
0.20492200 


-0.22779800 

1.16924900 


205 



0 

-0.75991800 

0.70189400 

-0.48611500 

c 

-1.38696300 

1 .75209700 

0.28689800 

c 

-1.97130500 

-1.62104700 

-1.53904900 

N 

-4.36238300 

0.92171400 

0.13197900 

C 

-5.45145800 

1.17870200 

0.80108400 

H 

-1.51902100 

1 .43365000 

1.31974400 

H 

-2.36391800 

1.98898900 

-0.12938400 

H 

-1.78094900 

-2.69630400 

-1.54598000 

H 

-1.66065500 

-1.19344500 

-2.49403200 

H 

-3.00723100 

-1.37836600 

-1.30412300 

0 

0.51682500 

-1.31072500 

-0.92687300 

C 

1 .66594600 

-1.50598400 

-0.12536300 

H 

1 .42669600 

-2.07220600 

0.77779200 

C 

2.34535000 

-0.17405000 

0.30838400 

H 

2.36254500 

-2.08167600 

-0.74358100 

H 

1 .86779400 

0.19856600 

1.21995800 

H 

-5.81002300 

0.51591300 

1.60363600 

N 

2.23361000 

0.78990400 

-0.77667100 

H 

1.33812200 

0.77552100 

-1.25416500 

C 

3.79500700 

-0.50131600 

0.62474600 

H 

4.46947500 

-0.50011600 

-0.25718300 

0 

4.17514700 

-0.84764000 

1.71412300 

C 

2.98237500 

1.91421700 

-0.82521100 

0 

3.95454500 

2.14894800 

-0.12687800 

H 

2.63346100 

2.61433200 

-1.60821000 

H 

-6.02988600 

2.06194900 

0.54667300 

H 

-0.69693600 

2.59919000 

0.23053400 

N 

-3.58676600 

-0.12212000 

0.35226900 

H 

-3.93980100 

-0.66734000 

1.16525900 


INT_ 

N il 2 


P 

1 .28435000 

-0.64227300 

0.12136800 
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0 

0.97117600 

-1.44314000 -1.12504600 

0 

0.77842900 

0.94991000 

0.29241900 

c 

1 .22383400 

2.01597500 -0.53780500 

c 

2.13157200 

-1.17229600 

1 .66977300 

N 

3.92160700 

0.54622600 -0.04051600 

C 

5.03562400 

0.77274200 -0.64831400 

H 

1.27381700 

1.72042000 -1.58943800 

H 

2.20514000 

2.38303800 -0.22848000 

H 

2.50409000 

-2.18458200 

1.49131900 

H 

1.43119500 

-1.18729200 

2.50015400 

H 

2.97890100 

-0.51684200 

1.86316300 

0 

-0.27322500 

-1.06476600 

1.01710500 

C 

-1.40324200 

-1.50200600 

0.33576800 

H 

-1.15220000 

-2.15443100 -0.50483600 

C 

-2.26610700 

-0.31792400 -0.24253600 

H 

-2.02715600 

-2.05701100 

1 .05330000 

H 

-1.88875700 

-0.05125300 -1.23448900 

H 

5.23983000 

0.41163600 -1.66386800 

N 

-2.15031400 

0.79559600 

0.68407900 

H 

-1.24202600 

0.82665600 

1.14348500 

C 

-3.69044000 

-0.79738800 -0.37237900 

H 

-4.29103500 

-0.69587800 

0.55868300 

0 

-4.13797300 

-1.34424700 -1.35145100 

C 

-2.92719800 

1 .89293500 

0.63506700 

0 

-3.93559700 

2.03419600 -0.04193300 

H 

-2.56463700 

2.68643400 

1.31984500 

H 

5.80117200 

1.33801600 -0.12875000 

H 

0.48299100 

2.81434300 -0.43097200 

N 

2.94735700 

-0.14224200 -0.61246300 

H 

3.10613600 

-0.50406900 -1.55353800 
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ET N i 1 2 


P 

O 

O 

C 

C 

N 

C 

H 

H 

H 

H 

H 

O 

C 

H 

C 

H 

H 

H 

N 

H 

C 

H 

O 

C 

O 

H 

H 

H 

N 

H 


1.38276100 
1 .33250800 
0.63997600 
0.58751200 
2.10854100 
4.13556200 
5.19107200 
0.87081100 
1.24899100 
1.52153800 
2.11636000 
3.13800100 
- 0.22145400 
- 1.25089800 
- 0.87880700 
- 2.24031500 
- 1.83210700 
- 1.87282400 
5.19754400 
- 2.28699600 
- 1.42891300 
- 3.59093500 
- 4.23204600 
- 3.94012700 
- 3.13751600 
- 4.09083200 
- 2.89429500 
6.10828300 
- 0.43889100 
2.99074600 
2.99442700 


- 0.41314900 
- 1.31476600 
1.10482800 
1.81993000 
- 0.81185700 
- 0.11813700 
0.50456800 
1.19071000 
2.69642300 
- 1.57600300 
0.10529300 
- 1.12822900 
- 1 .00448400 
- 1.50739600 
- 2.03021400 
- 0.37836300 
- 2.21467100 
0.04771300 
1.58133900 
0.61719900 
0.62841700 
- 0.99832900 
- 1.07490600 
- 1.46602600 
1 .65986400 
1.82371900 
2.37807200 
- 0.05953600 
2.17238700 
0.51350400 
1.51581100 


0.22925500 
- 0.97228800 
0.17992300 
- 1.04797300 
1.87386200 
- 0.36518300 
- 0.75819300 
- 1.89604000 
- 1.01778600 
2.37499300 
2.46728700 
1.71155500 
1.02137500 
0.24036100 
- 0.64604600 
- 0.25293100 
0.85317400 
- 1.19175600 
- 0.97669700 
0.80129400 
1.34985200 
- 0.50575000 
0.40130200 
- 1 .56238400 
0.81837200 
0.07130200 
1.62778100 
- 0.88325100 
- 1.19303600 
- 0.17330900 
- 0.36967500 
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INT N 2 


p 

1 .38722400 

-0.36528400 

0 

1 .29946400 

-1.33415900 

0 

0.70732600 

1.17841700 

c 

0.58897800 

1.84512700 

c 

2.13739800 

-0.65647000 

N 

4.08790500 

-0.21231300 

C 

5.25406100 

0.32668400 

H 

1.50704100 

1 .75569700 

H 

0.38680800 

2.89789200 

H 

1.49707900 

-1.28482500 

H 

2.28322400 

0.31154000 

H 

3.11488800 

-1.11404800 

0 

-0.21702700 

-0.89740400 

C 

-1.24730900 

-1.48317800 

H 

-0.87965100 

-2.06904600 

C 

-2.26448600 

-0.41452000 

H 

-1.80573800 

-2.14862000 

H 

-1.92869800 

-0.07723500 

H 

5.41466800 

1.37610800 

N 

-2.29083400 

0.67742900 

H 

-1.42019900 

0.74472700 

C 

-3.61538100 

-1.06589600 

H 

-4.22747200 

-1.06387000 

0 

-3.99140700 

-1.63194800 

C 

-3.15467200 

1 .70768500 

0 

-4.13236300 

1.78960700 

H 

-2.89682400 

2.50219400 

H 

6.11319700 

-0.27515800 

H 

-0.24471700 

1 .44052300 

N 

2.99895200 

0.48988400 

H 

3.18639200 

1 .40570300 


0.21075400 
-0.93129100 
0.16300300 
-1.09009100 
1.87166500 
-0.61803800 
-0.57370100 
-1.67624500 
-0.87430800 
2.48362800 
2.35758100 
1.71611000 
1 .05869400 
0.34011700 
-0.50762400 
-0.22725800 
1.01790500 
-1.21330300 
-0.28731100 
0.72750200 
1.25290500 
-0.38014600 
0.54991200 
-1 .37777600 
0.67245400 
-0.05619500 
1.40215400 
-0.84912300 
-1.67494400 
-0.32246900 
0.10266500 
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ET N 2 


p 

1.51133800 

-0.23719100 

0 

1 .29222400 

-1.18313000 

0 

1.07065100 

1 .38620300 

c 

0.59522300 

1.93125600 

c 

2.09661600 

-0.69951300 

N 

4.23208400 

-0.40959300 

C 

5.42480000 

0.05861200 

H 

1 .33405600 

1.82391700 

H 

0.40579600 

2.99287200 

H 

1.41158300 

-1.40846300 

H 

2.12301300 

0.21067200 

H 

3.10521700 

-1.10431700 

0 

-0.27735500 

-0.51540800 

C 

-1.22375700 

-1.32286300 

H 

-0.80947900 

-1.92107000 

C 

-2.40260100 

-0.44601300 

H 

-1.66853700 

-2.00453000 

H 

-2.16329200 

-0.17202200 

H 

5.64891600 

1.13289300 

N 

-2.49143100 

0.72263100 

H 

-1.62217100 

0.85999300 

C 

-3.67571200 

-1.25017200 

H 

-4.23398400 

-1.21546400 

0 

-4.04318000 

-1.95003200 

C 

-3.43641000 

1.67459100 

0 

-4.43024400 

1.63590300 

H 

-3.22770800 

2.53228200 

H 

6.24077500 

-0.63671200 

H 

-0.33824100 

1 .45505500 

N 

3.19478500 

0.39740600 

H 

3.41020000 

1 .37598800 


0.18550400 
-0.95769400 
0.20179800 
-1.02010800 
1 .86380900 
-0.47658500 
-0.57683000 
-1.82270100 
-0.84168900 
2.31952700 
2.46817500 
1.78216700 
0.95772200 
0.35974200 
-0.45737700 
-0.24289300 
1.10786600 
-1 .27590500 
-0.52230900 
0.61171500 
1.13442200 
-0.24457800 
0.71878900 
-1.15712600 
0.51414700 
-0.19610200 
1.18661200 
-0.73925600 
-1.33786000 
-0.29521000 
-0.09098800 
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INT N 3 


P 

O 

O 

C 

C 

N 

C 

H 

H 

H 

H 

H 

O 

C 

H 

C 

H 

H 

H 

N 

H 

C 

H 

O 

C 

O 

H 

H 

H 

N 

H 


1.66122900 
1 .60888000 
1.71325600 
0.84139400 
1 .44744500 
4.22490700 
5.47261400 
0.62289400 
1.36761100 
0.58663800 
1 .26649900 
2.35393900 
-0.29911600 
-1.11337300 
-0.88715300 
-2.59678200 
-1.03834800 
-2.79765800 
5.97784100 
-2.73333900 
-1.83178200 
-3.52837600 
-3.74064000 
-3.95415800 
-3.89555700 
-5.00555100 
-3.74480800 
6.04958300 
-0.10195100 
3.48080900 
3.92157800 


0.00939200 
-1.15349400 
1.57161500 
2.03470600 
-0.15462800 
-0.67512400 
-0.79920500 
1 .25023700 
2.85499600 
-0.78440200 
0.84445900 
-0.57025600 
0.28948700 
-0.80426900 
-1.33147200 
-0.30944700 
-1 .55765400 
0.12862700 
-0.18934900 
0.68130900 
1.08441500 
-1.48153900 
-1.71849000 
-2.16935700 
1 .26479900 
0.94545700 
2.08697000 
-1.53829500 
2.39352400 
0.25253400 
0.72261200 


-0.07487500 
-1.02717400 
-0.65139700 
-1.67476600 
1 .74337600 
0.73499900 
0.46171700 
-2.40409300 
-2.17492200 
1.96175200 
2.14440800 
2.18011000 
-0.06485700 
-0.28753900 
-1.22121900 
-0.34441600 
0.52547600 
-1.32803200 
-0.29809100 
0.71054400 
0.96160300 
-0.14293000 
0.92344600 
-1.03782700 
1 .05847700 
0.66162700 
1.78808100 
1 .00649600 
-1.26017000 
0.13331100 
-0.66019900 
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ET N 3 


p 

-1.89771300 

0.00900700 

0 

-1.71986600 

-1.05514600 

0 

-1.83417300 

1.57219000 

c 

-1.02831000 

1.99865100 

H 

0.02287900 

1.88951600 

H 

-1.30528600 

3.03974700 

H 

-1.25056900 

1.39901700 

C 

-1.44050100 

-0.26205700 

H 

-1.17632300 

0.70211400 

H 

-0.57915300 

-0.92078200 

H 

-2.30021400 

-0.68990100 

0 

0.50107000 

0.35762100 

C 

1.27109700 

-0.71198200 

H 

1.16879300 

-1.56469300 

H 

1.07613400 

-1.13998700 

C 

2.81453400 

-0.29432400 

H 

3.07869300 

0.14296300 

C 

3.66710500 

-1.50579000 

H 

3.80767000 

-1.75984300 

0 

4.10746500 

-2.21614800 

N 

2.91465900 

0.67726400 

H 

1 .97733000 

1 .05020900 

C 

4.04696100 

1 .27649000 

H 

3.84310600 

2.08326800 

0 

5.18541000 

0.99645700 

N 

-4.35635000 

-0.74355900 

C 

-5.62248500 

-0.80594900 

H 

-6.17106700 

-0.11265000 

H 

-6.17345500 

-1.58014900 

N 

-3.64331600 

0.22685200 

H 

-4.12744500 

0.79214500 


0.10804600 
1.13663900 
0.58218800 
1.69055200 
1 .43257500 
1.87335700 
2.57843700 
-1.63193400 
-2.06492900 
-1.68142000 
-2.14997200 
0.06207200 
0.38820800 
-0.32883000 
1.38553900 
0.37532800 
1 .34438300 
0.14060300 
-0.93501800 
1.01473900 
-0.69405900 
-0.89577300 
-1.09758700 
-1.83380400 
-0.74909200 
-0.78095400 
-0.60919000 
0.03980400 
-1.13069900 
-0.19202400 
0.50668400 
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INT N 4 


P 

O 

O 

C 

H 

H 

H 

C 

H 

H 

H 

O 

C 

H 

H 

C 

H 

C 

H 

O 

N 

H 

C 

H 

O 

N 

C 

H 

H 

N 

H 


-2.72949700 
-3.01161900 
-2.18309600 
-1 .05085500 
-0.16218900 
-0.89255800 
-1.30585700 
-1.66169400 
-1.73517500 
-0.61851200 
-1.96898300 
1.10909600 
2.16755400 
2.27305600 
2.20855800 
3.55437400 
3.77815700 
4.66777800 
4.76591900 
5.36336500 
3.25045900 
2.22097300 
4.09387300 
3.57303400 
5.29382500 
-4.89606000 
-6.06726600 
-6.48877500 
-6.66700900 
-4.11285500 
-4.52413600 


-0.45012800 
-1.90876400 
0.10035500 
-0.55633200 
-0.49603600 
-0.01713900 
-1.59727900 
0.18932900 
1.27719500 
-0.09846800 
-0.23210100 
-0.31051100 
-1.07891400 
-1.27994500 
-2.07157500 
-0.35423700 
-0.63183300 
-0.80684500 
-0.21851000 
-1.77766800 
1 .05098000 
1.15444600 
2.06459200 
3.04575100 
1 .98470800 
0.65839600 
1.15352900 
1 .50246000 
1.23170300 
0.58127000 
0.77704500 


0.08794300 
0.03061400 
1 .50788700 
2.14397200 
1.49987200 
3.07841000 
2.35826600 
-1.20811000 
-1.24038000 
-0.96968900 
-2.16608700 
-0.06466500 
-0.37819300 
-1.47215100 
0.11569200 
0.07513200 
1.11076500 
-0.80891800 
-1.75042900 
-0.60306100 
-0.05499400 
-0.08474500 
0.19494100 
0.15510900 
0.42205000 
-0.98129600 
-0.87813400 
0.07132400 
-1.77710600 
0.11338400 
1.02561800 
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Reativação pela formoxima neutra: 


P 

O 

O 

C 

H 

H 

H 

C 

H 

H 

H 

O 

C 

H 

H 

C 

H 

C 

H 

O 

N 

H 

C 

H 

O 

C 

H 

H 

N 


INT NOH 1 


0.93510500 
1 .57427900 
0.57200800 
1 .33499500 
2.35695100 
1 .35040500 
0.82330300 
1 .83393600 
1 .29642600 
1 .96578700 
2.81300100 
- 0.49838200 
- 1.47100500 
- 1 .95855800 
- 0.97592900 
- 2.48863600 
- 1.99618600 
- 3.56353300 
- 4.49818000 
- 3.37298900 
- 3.05973000 
- 2.50148200 
- 4.04303000 
- 4.27704500 
- 4.62243800 
5.65220100 
5.92665500 
6.38810600 
4.44763400 


- 0.29120200 
1 .05509300 
- 0.81246100 
- 0.38863600 
- 0.76514700 
0.69939300 
- 0.81133200 
- 1.61709400 
- 2.56044200 
- 1.37059000 
- 1.68626900 
- 0.35242500 
0.70631700 
0.80281000 
1 .64479000 
0.34462100 
0.35621800 
1 .43776200 
1.19308600 
2.50786100 
- 0.96220400 
- 1.60061300 
- 1.47145800 
- 2.52687700 
- 0.83288900 
- 0.16164900 
- 1.18111300 
0.63893500 
0.04615100 


- 0.58748800 
- 0.60762900 
0.89454700 
2.05222600 
1 .99300800 
2.11705500 
2.91411000 
- 1.40006700 
- 1.30324200 
- 2.45416500 
- 0.92275900 
- 1.33314100 
- 1.16854500 
- 2.14020600 
- 0.91708200 
- 0.08276400 
0.89471300 
- 0.06456700 
- 0.60685600 
0.44637400 
- 0.36887300 
- 0.91749600 
0.42565800 
0.19590700 
1 .27953700 
0.69657800 
0.93954300 
0.75599400 
0.34361100 
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O 4.19321000 1.36965300 

H 3.24977000 1.36971900 


ET NOH 1 


p 

-1.08725600 

-0.24051500 

0 

-0.68900300 

-0.68678800 

0 

-1.49038400 

1.25345300 

c 

-2.82373900 

1 .77666400 

H 

-3.38757100 

1 .80235200 

H 

-2.65244600 

2.77084100 

H 

-3.33370900 

1.15676600 

C 

-1.88274700 

-1.49788100 

H 

-2.01401200 

-1.09015400 

H 

-1.21241900 

-2.35756500 

H 

-2.83592600 

-1.78357900 

0 

0.39154100 

-0.12320500 

C 

1.51448900 

-0.94753400 

H 

2.06525300 

-1.10298800 

H 

1.20147100 

-1.91213500 

C 

2.39785100 

-0.24700100 

H 

1.88913400 

-0.26242900 

C 

3.68295900 

-1.06902100 

H 

4.56617200 

-0.66737000 

0 

3.70595100 

-2.11578800 

N 

2.67091600 

1.11269300 

H 

1 .98943000 

1.54219900 

C 

3.50110000 

1.91482200 

H 

3.49383500 

2.96389800 

0 

4.19734600 

1.52217100 

C 

-4.54665500 

-0.07792200 

H 

-5.15611300 

0.63474900 

H 

-4.60365600 

-1.14335700 


0.05794900 

-0.21159100 


-0.60861200 
0.85412600 
-0.92080000 
-1.17852600 
-0.24971600 
-1.58588100 
-1.91758900 
-1.63239600 
-2.63657500 
-1.69402200 
-1.19696700 
-1.28293700 
-0.91942600 
-1.84958100 
-0.51782500 
0.12039600 
1 .08896400 
0.25885900 
-0.27527600 
0.84914800 
-0.31847900 
-0.92918000 
0.40586900 
0.05854000 
1.31924800 
2.21864200 
2.76368800 
2.44657800 
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N -3.77507600 0.38159400 

O -3.04082600 -0.56506700 

H -1.62803600 -0.79449200 



INT_NOH_2 

p 

-1.31543100 

0.48344800 

0 

-1.69449800 -0.53763100 

0 

-0.71721200 -0.15983000 

c 

-1.43025400 -0.85377000 

H 

-0.66208500 -1.18856700 

H 

-2.13371700 -0.19096400 

H 

-1.96270400 -1.71818900 

C 

-1.67139800 

2.27131100 

H 

-0.74800300 

2.83463400 

H 

-2.31400200 

2.45783200 

H 

-2.22234800 

2.55051000 

0 

0.22420600 

0.74263800 

C 

1.13977900 -0.32272700 

H 

1.53611300 -0.16571700 

H 

0.65374000 -1.29765000 

C 

2.28273500 -0.29962900 

H 

1.88347700 -0.58897500 

C 

3.31730500 -1.34499000 

H 

4.18791800 -0.95655000 

0 

3.16225900 -2.51849500 

N 

2.85598800 

1 .03755000 

H 

2.25129800 

1.79415500 

C 

3.93611600 

1.31571000 

H 

4.16262100 

2.39745900 

0 

4.60441200 

0.47567600 

C 

-4.99790500 -0.76895700 

H 

-5.63342100 -1.55833600 


1.31357700 
0.65184400 
1 .25279300 


-0.31189400 
-1 .49658500 
1 .05266300 
2.09231900 
2.78821800 
2.59321400 
1 .69386800 
-0.35614800 
-0.45292600 
-1.21845700 
0.53944400 
-0.92715300 
-1.18224600 
-2.19027400 
-1.15072000 
-0.15549200 
0.82060900 
-0.56609600 
-1.13232400 
-0.35257600 
-0.11567200 
-0.40267200 
0.66187000 
0.70734000 
1.23052700 
0.36455800 
-0.01798400 
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H 

N 

O 

H 


-5.35232600 

-3.83322000 

-3.07265400 

-2.58484200 


-0.09371100 

-0.66842100 

0.35263700 

-0.93319800 


1.14063600 

-0.13795100 

0.35745000 

-1.33140100 


ET NOH 2 


p 

-1 .38685400 

0.50994900 -0.29434700 

0 

-1.83351400 

-0.20207300 -1.69733100 

0 

-0.76240800 

-0.43603600 

0.87685700 

c 

-1.43237100 

-1.05796000 

1.99213200 

H 

-0.63203600 

-1.41082300 

2.64128400 

H 

-2.05703600 

-0.33963600 

2.52095100 

H 

-2.04367400 

-1.89223700 

1 .65368300 

C 

-1.64381000 

2.31577200 -0.20088000 

H 

-0.69281400 

2.82207200 -0.07011100 

H 

-2.08422700 

2.61527500 -1.15456800 

H 

-2.34695200 

2.55203200 

0.59286600 

0 

0.21890600 

0.81640800 -0.83278500 

C 

1.13716200 

-0.20312600 -1.18570400 

H 

1 .54003500 

0.04068900 -2.17543500 

H 

0.68240900 

-1.19661500 -1.23599400 

C 

2.28087400 

-0.27784200 -0.15954300 

H 

1 .87674600 

-0.66255200 

0.78120900 

C 

3.31888900 

-1.27509600 -0.66625200 

H 

4.21405700 

-0.83363200 -1.14804900 

0 

3.14134600 

-2.46410800 -0.60984000 

N 

2.84560300 

1.05172800 

0.01173200 

H 

2.23553700 

1.82736000 -0.20556600 

C 

3.91300300 

1 .25935900 

0.82839200 

H 

4.13348400 

2.33266600 

0.97917700 

0 

4.57705700 

0.37144100 

1.32479800 

C 

-4.92311100 

-0.77788900 

0.38289900 
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H 

-5.48931100 

-1.69682500 

0.28000600 

H 

-5.41788000 

0.14669100 

0.67757000 

N 

-3.67886900 

-0.84269900 

0.13950100 

0 

-3.04992600 

0.38790000 

0.32284000 

H 

-1.51819200 

-1.10447300 

-1.80302100 



INT_ 

NOH_3 

P 

-1.38607900 

-0.48730900 0.26418000 

0 

-2.05467900 

-0.20752200 1.72591600 

0 

-0.76389900 

0.72712200 -0.60964700 

C 

-1.38756800 

1.49198700 -1.66045000 

H 

-0.57188900 

2.02794700 -2.14411100 

H 

-1.88463800 

0.83754100 -2.37604900 

H 

-2.10829500 

2.18983300 -1.24032000 

C 

-1.24534100 

-2.19177900 -0.37484600 

H 

-0.40175500 

-2.22119700 -1.06547500 

H 

-1.01876500 

-2.84978200 0.46374600 

H 

-2.16024600 

-2.50270500 -0.86913200 

0 

0.18241800 

-0.69375800 1.02430200 

C 

1.13951100 

0.33551000 1.24511800 

H 

1 .58342900 

0.14865000 2.23010800 

H 

0.69562300 

1 .33225500 1 .24084500 

C 

2.24522600 

0.29814500 0.17433700 

H 

1 .82575800 

0.63822600 -0.77621000 

C 

3.34205000 

1.28093900 0.57459800 

H 

4.21966700 

0.83353200 1.08440000 

0 

3.23097000 

2.46748000 0.41177200 

N 

2.74940900 

-1.06304400 0.07543200 

H 

2.13533600 

-1.79465700 0.40528900 

C 

3.77504700 

-1.37781100 -0.75986300 

H 

3.95242900 

-2.46769100 -0.82643100 

0 

4.44633200 

-0.56038700 -1.35685700 
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c 

-4.97291700 

0.53444000 

-0.39313100 

H 

-5.64230900 

1 .36776400 

-0.21128900 

H 

-5.35552700 

-0.41013800 

-0.77744700 

N 

-3.74651300 

0.72411300 

-0.13177100 

0 

-2.98017000 

-0.41046300 

-0.43741400 

H 

-1.36172200 

-0.25579100 

2.39459600 



ET_NOH_3 


P 

-1 .56005200 

-0.48202900 

0.14625800 

0 

-1.93302600 

-0.21338100 

1 .65078400 

0 

-0.95163600 

0.71252800 

-0.70747800 

C 

-1.28329500 

2.11980800 

-0.58047800 

H 

-0.37888200 

2.66132500 

-0.85151600 

H 

-2.09935300 

2.35305100 

-1.26187000 

H 

-1.57747000 

2.35758800 

0.44127800 

C 

-0.92113800 

-2.05375300 

-0.45713000 

H 

0.01486100 

-1.86436500 

-0.97740900 

H 

-0.71875600 

-2.68878400 

0.40339900 

H 

-1.65567600 

-2.51268300 

-1.11715700 

0 

0.34431700 

-0.51979600 

1.37071800 

C 

1 .27785300 

0.51425300 

1 .29359000 

H 

1 .84909800 

0.57251700 

2.23404900 

H 

0.82904900 

1.50412900 

1.12943600 

C 

2.27144400 

0.27386400 

0.13152300 

H 

1 .72667000 

0.35758700 

-0.81485800 

C 

3.32550800 

1.36713400 

0.14310800 

H 

4.29005700 

1.10597600 

0.62358900 

0 

3.10065600 

2.47462200 

-0.27645200 

N 

2.83605400 

-1.05464800 

0.30045300 

H 

2.29835900 

-1.68222200 

0.88430300 

C 

3.79065600 

-1.54605300 

-0.53004900 
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H 

4.01755300 

-2.61143800 

-0.33388800 

0 

4.35911600 

-0.89703800 

-1.38637400 

C 

-5.12480200 

0.15994500 

-0.65129800 

H 

-5.84487200 

0.96785300 

-0.58829200 

H 

-5.43277400 

-0.83759700 

-0.95815600 

N 

-3.93032200 

0.45116000 

-0.34838900 

0 

-3.08740900 

-0.67944100 

-0.49725100 

H 

-0.93070500 

-0.25922800 

2.00161500 



INT_ 

NOH_4 


P 

-2.67377100 

-0.42091800 

0.41584700 

0 

-1.33899100 

-0.15595000 

-0.18203800 

0 

-3.55428800 

-1.48477800 

-0.39221100 

C 

-3.43464700 

-1.65073500 

-1.82592700 

H 

-3.90283200 

-2.60539900 

-2.05620300 

H 

-3.95599800 

-0.83799300 

-2.33128500 

H 

-2.38429100 

-1.66082400 

-2.11805600 

C 

-2.72411700 

-1.02769300 

2.10450000 

H 

-2.13214000 

-1.94184700 

2.15949600 

H 

-2.29075100 

-0.27906900 

2.76830500 

H 

-3.75163500 

-1.23576700 

2.40123500 

0 

1.21031900 

0.39997300 

0.65616900 

C 

2.02626500 

-0.58962900 

0.06129200 

H 

1.82605100 

-0.67045000 

-1.01728000 

H 

1 .88084000 

-1.57938400 

0.51075000 

C 

3.49153700 

-0.18233000 

0.27678400 

H 

3.74529000 

-0.30022100 

1 .33640200 

C 

4.37906900 

-1.13087500 

-0.52135700 

H 

4.67052900 

-0.76924500 

-1.52832200 

0 

4.67520600 

-2.22662900 

-0.12265300 

N 

3.64551600 

1.19802800 

-0.15232800 

H 

2.80684100 

1 .76050000 

-0.08848100 


220 



c 

4.86160900 

1.79994100 

-0.18687900 

H 

4.79299800 

2.88679500 

-0.38153700 

0 

5.92134500 

1.22030700 

-0.04801500 

C 

-4.56262200 

2.60458200 

-0.49600200 

H 

-4.90310800 

3.11101900 

-1.39211700 

H 

-4.70808300 

3.04985900 

0.48582900 

N 

-3.99726100 

1.48627100 

-0.67134500 

0 

-3.61893400 

0.92091700 

0.58351800 

H 

0.29523500 

0.26542200 

0.34665200 
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